Molecular biological study on the role of stress proteins in the expression of pathogenicity of facultative intracellular bacteria by 花輪, 智子 et al.
細胞内寄 生細菌 の病原性発現過程 にお ける
ス ト レ ス 蛋 由質 の 投書郎こ関す る
分子生物学的研究
1 9 9 9年
花 輪 智 子
田次
序丑 ゝ再㈹ ● = ● = ■ ■ = = ● = ● = = I = = ● = = ● = = ･ - - ･ ･ - ･ ･ - - I ･ - -
本論
第1部 yersin由eTdqo c ok'tk:aの マクロフ ァ ー ジ内増殖における
ストレス蛋白質の役割 - - - - - - - - - - - - - - - -
策1章 マ クロフ ァ ー ジ食食による y. e7dw oco 批 aス トレス応答の誘発 - -
第2章 y. e nte710CD放 aの マクロフ ァ ー ジ内増殖に必須な
ス トレス葺白質の同定 - - ･ ･ - - - - - ･ - - - - - - ･ ･ - -
第1節 gsr(gbtnlsbes srq uire m e nt)適伝千変異ライブラリ ー の樹立 - - ･
第2節 gs n4遺伝子のク ロ ー ニ ングおよび塩基配列の決定 - I - ･ - - I
第3節 新たなgsrA 挿入変異株の作成および変異抹の ス トレス応答 - -
第4節 GsrAス トレス蛋白質の マクロ ファ ー ジ内増殖における機能･ -
第3章 y. e 肋 のk
'
ik:a ス トレス蛋白質 Gs工A の マクロ ファ ー ジ会食による誘発
第1節 T 7プロモ ー タ - gsxA 融合プラスミ ドの作成とこれを用いた
GsrA ス トレス蛋白質の同定 - - - - - ･ ･ - - - ･ ･ ･ ･ ･ ･ - ･
第2節 gsrA プロモ ー タ ー la :Z融合プラスミ ドの作成と
これを用いたgsrA 適伝子の マクロ ファ ー ジ内における転写解析 -
第2部 L 由お血 m 仇叫 ′わge n 6の病原性発現におけるス トレス蛋白質
DmK シャ ペ ロ ンの役割 - - I - - - ･ ･ - - - - - - - - - - ･
第1章 L. m m αγめge n eyの マクロフ ァ ー ジ内ス トレスおよび
環境ス トレス に対する応答 - I - - - ･ - - - - I - I - - - -
第1節 L. m mqyわge n e sス トレス蛋白質の解析･ - - ･ ･ - - - - - -
第2節 マクロ ファ ー ジ内増殖時に誘発される蛋白質の解析･ - - - -
第2章 L. m a 2 αγめgen e sの dhaK オペ ロ ンの遺伝子構造および転写解析 - I
第1節 dhaK 遺伝子額域のクロ∵ ニ ングおよび塩基酉己列の決定 - - -
第2節 dhaK オペ ロ ンの転写解析･ ･ - - - - - - - ･ - ‥ ･ ･ - - -
第3章 L. m m αγめge n6 D m監 シャ ペ ロ ンの
マ クロ フ ァ ー ジ食食における役割 - - - - - - - - - I - ･ - ･ ･
第1節 dhaK 挿入変異抹の分離 - ･ - - - ･ - - - - - - - ･ - - -
第2節 M シャ ペ ロ ンの環境ス トレスにおける役割 - - - - - I -
15
15
1 7
21
24
28
28
35
38
40
40
43
48
48
62
68
68
68
総括
第3節 マクロ ファ ー ジ内増殖における h Kシャ ペ ロ ンの役割 - - -
第4節 マクロフ ァ ー ジ食食における D皿K シャ ペ ロ ンの役割 - . ･ ･ - I
● ● ● ● ● ● ■ ● ● ● ■ ● ● ● ● ■ ● ● ■ ● ● ● ■ ● ● ● - ● ● - ● ● ● ● ■ ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ■ ● ■ ● ● ● ● ● ● ● ●
実験の部I J 4 4 f 4 4 ＋ . J . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - . - . . f ＋ . 4 4 ＋ ＋ I b ＋ ＋ 4 A
材料の項 - - - - - - - - ･ - - - - - - . - - - - ‥ ‥ ‥ ‥ ‥ ‥
方法の項 - - - - - - - - ･ - - - - - - - - - - - - ‥ ‥ . ‥ ‥
謝辞＋ p r ＋ ＋ ＋ - L . . . . . . . . . . . . , . . - . . . . . 1 . . . .. . . . . . . . . . f . 7 P ＋ 4 Jf ＋ II l1 4
参考文献4 4 T 4 4 I . I 4 . . . . . . . . . . . . - . . . . . - .. . . . . . . . .I . . . 4 4 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 4 ＋ P ＋
主論文目録
審査委貞名
t A I J ＋ ＋ 4 ＋ . 4 . . . . . . . . . . . . . .1 I . . - . . . . . . . . . . . . . I ＋ 4 * 7 41I I
＋ ＋ t r ＋ 4 ＋ J . . . . . .. . . . . . . . . .- . . . .. . . . . . I . A . . . . . . - r I I 4 t
7 1
74
81
84
84
88
99
10
110
111
序論
生物を取り巻く環境は様々 に変化し, 時にはそ の 生育を阻害する要因となる
が, 細菌か ら ヒ トに至 る全て の 生物は , そ れ らの 環境の変化を感知しその影響
を最小限に食い 止 め , 生存を可能にする防御機能を持 っ て い る ｡ こ の 機能の中
心は, ス トレス 蛋白質とよばれる特定の 一 群の 蛋白質の合成を誘導するス トレ
ス応答で ある ｡ 細胞 レベ ルの ス トレス応答は, 高温 , 過酸化物, 浸透圧 , 紫外
線, 重金属 な ど有害物質 へ の 暴露など, 物理的, お よび化学的要因 により誘発
される 1,2)｡ また , 個体 レベ ルで は, 発熱, 虚血 , 感染な どの病理的要因によ っ
て誘発 され る . 各々 の ス トレス に対 して多岐にわたるス トレス 葺白質が誘発さ
れるが , これら の うち の い くつ かはス トレス の 種類に関わらず共通に発現する
こ とが知られて い る 3)(Fig. り｡ ス トレス蛋 白質は, 引き続い て起る類似の ス ト
レス に対す る防御機能を担っ て い る と考えられて い るが , 一 方で は, ある ス ト
レス に曝された後, 異な るス トレス に曝される と, 後者の ス トレス に対す る耐
性が増加す る現象(ス トレス トレラ ンス)が知られて い る 3)｡ こ の ようなス トレス
トレラ ンス には , 共通 に発現して くる ス トレス蛋 白質が関与して い る と考えら
れ る ｡
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Fig. Ⅰ. 種々 の ス トレス に対す る細菌細胞応答の共通性
今日の ス トレス応答の研究は 1962年の ｢シ ョ ウジ ョ ウバ エ の 唾液腺染色体
の熱シ ョ ッ クパ フ の 発見+ 4)に 始まり, 熱シ ョ ッ ク応答に つ い て の解析が最も
進ん で い る . 熱シ ョ ッ クに よ っ て誘発され るス トレス蛋 白質の 主なも の は, 坐
物の 種を越えて高い相同性をも っ て 保存されて い る こ とか ら , こ の応答は生物
の 生命維持にと っ て 重要な機構で ある と考 えられ る ｡ こうした歴史的背景から
ス ト レス蛋白質は現在で も熱 シ ョ ッ ク蛋白質とよばれ る こ ともあ るが , 本論文
では混乱 を避けるために, ｢熱シ ョ ッ ク蛋 白質+ とい う語句 は熱で合成が誘発
された蛋白質とい う意味に限 っ て用 い た｡
細菌感染で は, 細菌と宿主双方が様々 なス トレス に曝 される ｡ これ を柵菌側
からみ る と , 生体に侵入す る こ とに よる生育環境の急激な変化や , 宿主側が発
動する多彩な防御機構は, 細菌にと っ て大きなス ト レス となる ｡ 従 っ て , 感染
の 際, 細菌の ス トレス応答が誘発され, 産生 したス トレス蛋 白質が宿主におけ
る細菌の 生存と生育を可能にし, 病原性発現に関与して い る 可能性を考え る こ
とが で きる ｡
免疫応答成立以前, 細菌感染初期の感染防御機構の 主役は , マ ク ロ フ ァ ー ジ
な どの 食細胞による食食, 殺菌で ある o 食食され た細菌は フ ァ ゴソ - ム に取り
込 まれ , さらにフ ァ ゴソ - ム が ライ ソゾ ー ムと融合し, フ ァ ゴライソゾ ー ム を
形成する ｡ この 間に, 酸素依存 5)および非依存 6)の 殺菌機構によ っ て 殺菌消化
され る o こ の こ とから細菌にとっ て マ ク ロ フ ァ ー ジ によ る会食は感染初期に遭
遇す る最も過酷なス トレス で ある とい え る ｡ 多く の 細菌は マ ク ロ フ ァ - ジに会
食され る と殺菌されるが , 一 部の細菌は食食された後, そ の殺菌機構から逃れ
増殖するこ とがで きる ｡ こ の ような性質を有する 一 群 の細菌を細胞内寄生細菌
とよぶ ｡ こ の カテゴリ ー は, 通常の分類細菌学には登場せず, 感染とい う病原
微生物と宿主の相互関係の中で , 病原微生物の特性 を備えた場合の概念として
用 い られて い る ｡ 細晦内寄生細菌は 1985年, Ka ufm ann に よ っ て ｢正常食細胞
の 中 で生存増殖可能であり , 抗体が殆どまたは全く防御効果を示さず, 感染防
御は特異的 T 細胞に依存す る菌で ある ｡ + と 定義され 7), ye rsinia 属 眼 IO),
Myc obacteriu m 属
11)
, salm on e11a 属 12,13), Legion eua 属
14,1 5)
, および Listeria16) 属
な どの 細菌が含まれる ｡ こ れ らの 細胞内寄生細菌の病原性は, 主 にそ の 食細胞
内殺菌作用から の 回避(エ ス ケ ー プ)と食細胞内増殖能にある と考えられて い る ｡
エ ス ケ ー プ機構 には フ ァ ゴソ - ムから細胞質 ヘ の 脱出16), フ ァ ゴソ - ム とライ
ソゾ ー ム の 融合阻害 12
'
,1 4)
, 殺菌抵抗因子 の産生 13,15)などが報告され て い る ｡ 細
胞内寄生細菌は これ らの 手段の いずれか , またはそ れらの 組み合わせによ っ て
マ ク ロ フ ァ ー ジに対する殺菌機構から逃れ , 病原性を発揮して い る ｡
腸炎起因菌で ある Yersinia en te roc olitc aは, フ ァ ゴソ - ム内の pH の低下を抑
制する ことによりライ ソゾ - ムとの 融合を阻害し, マ ク ロ フ ァ ー ジ内殺菌物質
の 増加 を食い 止 める ために, フ ァ ゴソ - ムの 中で増殖する(Fig. ⅠⅠ, A, B)
17)と考
え られて い る 8,9,10). ⊥ 方 , リス テリ ア症を引き起 こすLLstelia m o n oqわgenesは,
近年の マク ロ フ ァ ー ジ殺菌機構からの エ ス ケ ー プに関連した因子 の 分子遺伝
学的研究の進歩 に より , マ ク ロ フ ァ ー ジ食食後, 極初期にへ モリ ジンや フ ォ ス
フ ォ リパ ー ゼな どの働きによ っ て フ ァ ゴ ソ - ムの 膜を溶解し, 細胞質に脱出し,
そ こ で増殖す る こ とが明らかとな っ て い る(Fig. ⅠⅠ, C, D)
18)
.
前述 の よう に , マ ク ロ フ ァ ー ジによる会食と殺菌は細菌が感染初期に遭遇す
る最も過酷なス トレス で ある こ とか ら, 細胞内寄生細菌は食食された後, マ ク
ロ フ ァ ー ジ内で ス トレス応答を誘発する可能性, さ らには合成されたス トレス
蛋白質が細菌 の食細胞内増殖に必須 の役割を果 たす可能性を考え る ことが で
きる . この よう な観点から, 著者は, 全く異なる エ ス ケ ー プ機構を有する Y.
e nte r o c olit ca およびL.
'
m o n ocytoge nes を用 い て , マ ク ロ フ ァ
- ジ会食後の食細胞
内で の ス トレス応答とス ト レス 葺 白質の 役割を解明す る こと を目的として 研
究を開始した ｡
本論文第1部に は, y. entero c olitc aを用 い て , 宿主 マ ク ロ フ ァ ー ジ内ス トレ
ス に対す る細菌の応答 と , 病原性発現の 重要な因子 で ある マ ク ロ フ ァ ー ジ内増
殖にお けるス トレス蛋 白質の役割を解明した結果を記 した ｡ また , 第2部には
L. m on o cytoge nes の 会食と細胞内増殖に対す るス トレス蛋 白質の役割に つ い で
3
aFig･ ⅠⅠ･ Ele ctr o nphotomiα ogr aphsde m o n str atingthe intera ctio n of m o u s eperito n eal
phago cyteswi thY･ ente rocolitca O･ 5 hr(A)or6hr (B)afteri.p. administration of
bacterial Intr ac ellularba cteria a r eindimted by arr o whe adsI and phago cyte s 00 ntain ing
s everal ba cteria a reindic ated by arr o w s･ Some intrac enularba cte ria inpan el Bsign s
show of lysis17)I Ele ctr o nphotomic r ogr aphs de mon strating the inter a ctio n of J A-4
m a c rophage-like c en 血e with L･ m o n oq わge nes O･5 hr (C) or 2 hr (D) after
phago cyto sis.
明らかに した結果を記した ｡
これ らの 2
■種の細胞内寄生細菌を用 い て感染における ストレス応答と, ス ト
レス 蛋白質の役割を検討する ことにより , 菌種特異的な機構を超えた細菌の病
原性発現にお ける普遍的な機構の存在を明らかにす る こ とがで きた｡
尚, アミ ノ酸 の表記には IU P A Cにより定められた
一 文字記号を用い た ｡ ま
た , 本論文中にお い て特に記載の な い 限り略語は以下に記載したもの を用 い たo
Ap Ampicillin
Cm Chlor a mphemic ol
Em Erithr o mycln
Gm Ge nt amicin
E 血1 Ka n a mycln
Pc Pe nicillin G
Rif
■ 4 J f P L J 4 J L J J L t 4 ＋ b ＋ ■ ■
■ ■ ■ 4 L 4 1 ●
Sm
RifampICln
Strepto myci n
Tc Tetr a cyclin e
E D TA ethyle n ediaminetetr a a c etic a cid dis odiu m s alt
F C S fetalcal fs e ru m
H EP E S N -【2-hydr o xyethyl]pIPe r a Zln e-N
'
-[2-ethan es ulfo n lC a Cl
H R P ho rs e r adlShper o x lda s e
MOPS
･
3-[N - m o rphollPO]pr opan e S ulfo n lCaCld
T ris T ris[hydr o xym ethyl]am 1n O m etha n e
E LIS A e n zym e-llnkedl m m u n OS Orbe nt as say
M O I m ultiplicityofl nfe ct1 0n
2- D G E 2-dim en sion alele ctr opho r esIS
O R F ope nreadl ngfr a m e
P B S pho spate-buffer eds alin e
S D S-P A G E s odiu mdode cyls ulfate
-polya cryla m l ege e e Ctr OP Ore SIS
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本論
第 1部 yeF:Sinia e ntepTOCOlitc aの マ ク ロ フ ァ ー ジ 内増殖 に
お けるス ト レス 蛋白質 の 役割
y. enter o c olitca は, 腸内細菌科 yersimia属 に属す るグラム陰性梓菌で ある . 本
属 には他 に, y･ pesぬ(ペ ス ト菌)や y･ pse udobLber culo sLg(倣性結核菌)の病原菌が
含まれ る ｡ 同じ yers血ia 属 の ペ ス ト菌が致死的な放血症を引き起 こす の と は異
なり主に腸炎を引き起 こす ｡ 宿主 に飲食物とともに経 口感染した後, 腸管上皮
細胞に定着, 侵入 し, 急性胃腸炎による下痢をお こして食中毒症状を呈するが ,
そ の 他, しばしば回腸 の 終末部, 腸間膜リ ンパ節な どの 局所炎症をお こ して虫
垂炎と診断され, 切除手術が行われる ことが ある ｡ 国内で は 1972 年, 善養専 ら
の 報告 19)を契機に本菌感染症が広く存在する こ とが明 らか にされた ｡ 現在で は
食中毒の原因菌の 1 つ として指定され , 下痢の 集団発生も報告されて い る ｡ 日
本で も年間約500人程度の患者が報告されて い る ｡ 治療にはア ミノ配糖体系抗
生物質の他, テトラサイ クリ ン , セ フ ァ ロ スポリ ンな どが有効 で ある ｡
こ の ような腸炎の他, y. enter o c olitca は続発症として関節炎や結節性紅斑を
引き起 こすこ とが知られ て い る ｡ さ らにス カン ジナ ビア諸国 で は , H L A型 が
B 27で ある ヒ トの 間で Yersinia 属細菌感染後, 関節炎や Ritter症候群と いう主
に男子 に発生する結膜炎, 関節炎を続発する尿道炎を発症する例が多くみられ
20)
, 宿主 の 防御機能が宿主側遺伝子 の遺伝的支配をうけ る ことは明 らか で ある ｡
こ の ように , y. enteTD C Olitca は単に感染と発症 の過程ばかり では なく , 細胞内
寄生性に関連して , 免疫系 の 反応が宿主側遺伝子 の もとに進行し, 内因性もし
くは自己免疫疾患と考えられて きた病変に関与する可能性も考えられて い る ｡
そ の 一 方で , 細菌の ス トレス 蛋白質は ヒ トの ス トレ大蛋白質とも相同性が高い
ことか ら, 細菌感染 の際, 細菌の ス トレス 蛋白質が自己免疫疾患の誘因となる
可能性も考えられて お り 21･22,23 ,24), 本研究 におい て細胞内寄生細菌の ス トレス
応答を明らかにす る こ とは自己免疫疾患の発症の解明に も通ずる とい えよう ｡
当研究室で は , y. enterocolitc a感染に対する宿主 の 免疫応答の研究過程にお い
て , 本菌の感染初期に優位に抗体産生を誘導する細菌抗原を同定し, これが広
範囲な細菌に存在する共通抗原で あり ､ さ らにス トレス葺 白質 GroE L のホモ ロ
グで ある こ とを明らかにして い た ｡ こ の ような背景の もとに､ 著者は, 細胞内
寄生細菌の病原性発現にお けるス トレス 蛋白質の役割に関する本研究を開始す
る に 当たり , y. enter ocolitic aを研究対象として選んだo
第 且章 マ ク ロ フ ァ ー ジ食食によ る Y. c ntero c olitica ス ト レス
応答の 誘発
Y. e nter o c olitca の マ ク ロ フ ァ ー ジ内における増殖を検討する目的で , 実験の
部方法の項 -2)に示 した方法に より , y. enteTV COlitca の 病原性株で ある w A疎ま
たは Escherichia c olt594株をマ ウス 由来 マ ク ロ フ ァ ー ジ様培養細胞株 J774-125)
に会食させ , 経時的に マ ク ロ フ ァ ー ジ内の 生菌数を測定した (Fig. 1-1-1)o そ の
結果 , 会食1 時間後の Y. e nter o c olica の マ ク ロ フ ア ⊥ ジ内生菌数は会食直後の
1/5 に減少したが , そ の 後増加し, 22時間 まで に菌数の約 20 倍に増加した ｡ 一
方, E. c oliの 細胞内生菌数は食食後, 1 時間まで に 1/10となり , そ の 後増加す
る こ となく減少し, 食食後 22時間で会食直後の約1/100 とな っ た ｡
Fig. 1-1-1 に示され た y. ente ro c olitca の マ ク ロ フ ァ
ー ジ内増殖曲線は, マ ウス
腹腔マ ク ロ フ ァ ー ジやJ7 74-1以外の マ ク ロ フ ァ ー ジ系培養細胞株を用 いた結果
と同様で あ っ た . また, J77 4-1 中で , 細胞内寄生性をもたない E. coliは増殖す
る こ となく殺菌され て い た. これ らの 結果 より , 用 い た実験系は y. e nter o colitca
とマ ク ロ フ ァ ー ジの 相互作用を解析す る 目的に適した系で ある と判定し, 以後
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Fig. 1-1-1. Gr o wthof Y. entellO C Olit ca W A and E. coli 594strain sin the m ous e
m a cr ophage-like c ell lineJ774-1. A totalof 4xl O
5J774-1 c ells w er e chane nged with
the E･ colt(㊨)drthe Y. ente T OCOlitca(○). T he n u mbers of viableba cteria at e a ch
tim e w er edter m払ed asdes cribed in Methods(2). Res ults w er e e xpr es s ed as the
a v e r ages ofthr e edete rmin ations.
の 実験に用 い た ｡
マ ク ロ フ ァ - ジ内増殖時に合成され る Y. ente ro c olitca の 蛋 白質を解析する
目的で , 実験 の 部方法の 各3)に記載した方法で , 細胞外すなわち培地中で増殖
して い る Y. e nter ocolitca お よび マ ク ロ フ ァ ー ジ内で増殖中の Y. enter ocolitica が
合成する蛋 白質を[35sトメチ オニ ン で標識した｡ 溶菌液を 2次元ゲル電気泳動
に より展開後, オ ー トラジオグラ フ を作製し, 蛋白質の スポットを観察, 比較
した (Fig. 1-1-2)｡ マ ク ロ プ ア … ジ細胞の 蛋 白質合成を阻害するため, 標識をシ
ク ロ ヘ キサ ミ ド存在下で行 っ た ｡ 細胞外(培地中)で増殖して い る薗の 標識に は
メチオ ニ ン不含 Eagle
,
s M E M培地を用 い た ｡ 加熱死菌を食食させた場合, い ず
れ の 蛋白質の合成も認められな い ことかち , シク ロ ヘ キサ ミドにより, マ ク ロ
フ ァ ー ジの 蛋 白合成は完全に阻害されて い る ことが確認された (Fig. 1-1-4, A
la n es)｡ Fig. 1 心 2 A, B に示 した ようを=., 培地中で増殖中に合成され る蛋白質の
オ ー トラジオグラフ の ス ポッ トをマ ク ロ フ ァ - ジ内で増殖して い る菌の もの と
比較したと こ ろ , マ ク ロ フ ァ ー ジ内で増殖中の菌で合成量が増加して い るか ,
また は新たに合成が誘発されて い る蛋 白質が少なくとも 16種検出された｡ これ
らの 蛋白質を各々 の 等電点と分子量に基づき次の ように命名した ｡
a, B68.0;b, B 57.0; c, A 40. ;d, A 38.0; e, C 3 7.5; f, G 3 6.5;g, F36･0;
h, G 35. ;i, H 33.0;j, H 32.5;k, H 26.0;I, B 251 ; m , H 18･5; n, C1 6･5;
o, H 15.0;p, H 14.5
マ ク ロ フ ァ ー ジ内で合成誘発された蛋白質の中の い く つ かは培地中で増殖
する菌におい て も少量合成されて い る こ とから, これ らの蛋 白質が増殖 に必須
で あり , マ ク ロ フ ァ ー ジ内増殖時 には , より高濃度の 蛋白質が要求され る こと
を示唆して い る ｡ 一 方で , 会食 により , 合成量の低下した蛋白質も多く観察さ
れた｡
これらの マ ク ロ フ ァ ー ジ会食に よ っ て誘発 した蛋 白質 の 中 に , in vitr oの ス
トレス 条件下 にお い て 誘発される も の と同 じもの が存在するか否かにつ い て 検
討するため に , 熱シ ョ ッ ク に曝した y. ente roc olitc a の 蛋白質画分を調製し, 2
* .&&
感 遜 -
鮎 -
一熟慮 -
抑 .¢L御
感 手盛 -
適温S噸
憾 y8 申 妙
Fig･1-112･ Autor adiographs of 2- m Eof
35S-labeled protein sfr o mY･ e nter o c olitic a
gr o wnin m ethioninefre e･ M E Mat30
o
C(A), withinJ774･1 m acr ophage c ellsfor2to3
hr afterphago cyto sis(B), inM9 m ediu m at 30
o
C(C), a nd at 42
o
C(D). Symbols
indic ate anyindu ction abo venorm al le vels･(A)and(B), allar r o w sindic ate m ac T OPhage-
indu c edpr otein sin which open ar r ow s ar e c o rr e spo ndto he at sho ckpr otein s;(C) and
(D), ope n ar r o w S sho whe atsho ck pr oteins. Mole c ular m as sin k Daisindic atedon the
side ofgel･ Acidicpr otein s ar e situ atedto therighto n e a chgel. Thepr otein salphabetized
areinterpretedinthete xt.
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次元ゲル電気泳動後, オ ー トラ ジオグラ フ を作成した (Fig. 1-1-2, C, D)｡ Fig.
1_1_ 2 の Cと D を比較して み ると少なくとも 16 の蛋 白質合成が, 熱シ ョ ッ ク に
よっ て 誘発す る こ とが確認された ｡ これ らの 蛋白質の 等電点と分子量に基づき
検討したとこ ろ , マ ク ロ フ ァ ー ジ食食によ っ て誘発される蛋白質と等しい も の
は 7種(B 68.0, B57.0, A 38.0, F3 6.0, B 25. , H 1 8.5, C 16.5) で あ っ た o また,
熱 シ ョ ッ ク に より誘発され る ス トレス 蛋 白質は, 酸化ス トレス や , 栄養素の 欠
乏などの 他の ス トレス条件に よ っ て も誘発する こ とが知られて い る 3)｡ マ ク ロ
フ ァ - ジの フ ァ ゴソ - ム 内ス トレス に は過酸化水素やス - パ - オキシ ドア ニ オ
ンの ような酸化ス トレス が存在する ｡ この 酸化ス ト レス に対して誘発さ れる 蛋
白質と マ ク ロ フ ァ ー ジ食食に よっ て誘発される蛋 白質を比較検討した (Fig. 1一
且-3)o ス - パ - オ キ シ ドラ ジカル の供与体 として は m ethylviologe n を用 い た o
Fig.1-1-3 の 結果よ りマ ク ロ フ ァ ー ジ食食によ っ て誘発され る蛋白質の うち少な
く と も 4 種 の 蛋白質(B 68｡0, A 38.0, F36.0, 削 8.5) が , 酸化ス ト レス によ っ
て
-
も誘発す る こ とが 明らか とな っ た .
次に, マ ク ロ フ ァ - ジ会食に よ っ て 誘発され る蛋 白質の合成量の経時的変
化を調 べ る ために, マ ク ロ フ ァ ー ジ内で増殖して い る菌の 蛋 白質を食食後i時
間から 4時間まで 1 時間 ごと にパル ス ラ ベ ルし, SO S-P A G E のオ ー トラジオグ
ラ フ によ っ て検討 した (Fig. 1-1-4, A). そ の結果, 会食後1時間まで に, 分子
量 68k Da, 57k Da, 36k Da, 25 kDa の 少なくとも 4 種め蛋白質の合成が誘発して
おり , それ らの 蛋白質は4時間後まで高い濃度で維持されて い た (Fig. i-1-4, A)o
これ らの 蛋 白質 の 合成は, そ の 後細胞内にお ける菌の 増殖が可能な 22時間後ま
で続い た(data n otsho wn)o さ らに , これ らの ス トレス蛋白質の うち 68k Daお よ
び57k Da の 蛋 白質は, イ ム ノ ブロ ッ トの 結果か ら, それぞれ DnaK お よび GroE L
で ある こ とが 明らかとな っ た(Fig. 1-1-4, B). また, この ようなス トレス応答の
誘発は上皮細胞で あ る Heh 細胞内で増殖して い る菌で は認められなか っ た ｡
以上 の結果 より , y. en ete ro colitca が マ ク ロ フ ァ ー ジ内ス トレス を感知して ス
トレス応答を誘発す る こ とが 明らか とな っ た ｡ 遺伝子発現 の合目的性に基づく
ll
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C. A u
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r e spe ctiv ely.
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と , 誘発合成された蛋白質が本菌の マ ク ロ フ ァ ー ジ増殖に重要な役割を果たす
可能性を考える こ とがで きる ｡ さらに本菌の熱, 酸化ス トレス および マ ク ロ フ
ァ ー ジ内ス ト レス による応答は多様で あり, ス トレス によ っ て異なる蛋白質#,
が誘発されて いた . そ の 一 方で , マ ク ロ フ ァ ー ジ内ス トレスお よび環境ス ト レ
ス に よ っ て誘発され る蛋 白質の中に は共通 に誘発され て い る蛋 白質も存在した ｡
マ ク ロ フ ァ ー ジ内は, フ ァ ゴソ ー ム 形成後, 活性化されたフ ァ ゴソ ー ム膜 に
存在す るキナ ー ゼが活性化される こ とをき っ か けに N A DPH オキ シダ ー ゼが活
性化され o2を, ス ー パ ー オキシ ドア ニ オ ンに変え, そ の後の 不均化反応によ
っ て , 1 重項酸素などの 活性酸素が生成する Q 従 っ て , マ ク ロ フ ァ - ジ フ ア ゴ
ソ ー ム内は酸化ス トレス環境で あると考 え られ る . さら に フ ァ ゴ ゾ - ム 内は H＋
の 流入 によ っ て酸性条件とな る他., 栄養物質の 欠乏など, マ ク ロ フ ァ
ー ジ内 に
は多種の ス トレス となる 因子が存在す る ｡ Fig. 1-112 および Fig. 1-1-4 の結果か
ら, マ ク ロ フ ァ ー ジ内で 増殖中の菌の 合成して い る蛋 白質 の種類は非常に多く ,
著者が検討したnかなる環境ス トレス応答よりも複雑で あ っ た ｡ こ の 結果は マ
ク ロ フ ァ ー ジ内の ス トレス が , 多種 の ス トレス の 集合で あり , 細菌は これ ら の
混在 したス トレス を認識して い る こ とを示唆して い る ｡
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第2 章 Y. @ nt@D40C Olitica の マ ク ロ フ ァ ー ジ内増殖 に必須な
ス ト レス 蛋白質 の 同定
第 1章に記載した結果から, y. enterocolitca が マ ク ロ フ ァ ー ジ内で増殖す る
際に , 合成誘導されたス ト レス蛋白質が本菌の マ ク ロ フ ァ - ジ増殖能, さ らに
は病原性発現に重要な役割を果たして い る可能性が考えられた ｡ そ こで , 本菌
の マ ク ロ フ ァ ー ジ内生残と増殖に関与する ス トレス 蛋白質遺伝子 の検索を行 っ
た . マ ク ロ フ ァ ー ジ内ス トレス は様々 なストレス の 集合で ある と考えられた こ
とか ら, 環境ス ト レス な らびにマ ク ロ フ ァ - ジ内ス トレス に同時 に感受性とな
っ た変異株を分離し, そ の 性状 を解析した ｡
組 立
広範なス トレス環境下で の 生育に必須な遺伝子 の存在を想定し, これ を gsr
(globalstr es s r equir e m e nt) と命名した . トラ ンス ポゾン挿入法を用 い て gs r遺伝
子 に変異が入 っ た結果 , まず高温下 で 生育不能とな っ た高温感受性株 (G TS;
gr o w他 山e mos e n sitiv e) を分離し, それ らの中か らマ ク ロ フ ァ
- ジ内で増殖不能
とな っ た変異株を選択した｡ 一 般に温度感受性変異は, 必須遺伝子 の条件致死
変異として分離され る こ とが多く , D N Aの 大きな変化をもたらす欠失や , 挿入
によ っ て は得る こ とがで きない と考えられて い る ｡ しかし, 高温すなわちス ト
レス下で の 生育に の み必須な遺伝子が存在すれば, こ の遺伝子 へ の 挿入変異は,
温度感受性の 形質を与えると予想される ｡ い いか えれば,L 挿入変異によ っ て 得
られた温度感受性株の中には , gsr の 変異が優位に含まれ ると考えられ る ｡
トラ ン ス ポゾン に よ る遺伝子不活化には , 著者らにより作成された suidde
ve cto rpT K Y 238
26)を用 い た｡ こ の 系は (1)TnlOか ら派生した Km 耐性の mini-
Tnl O因子 27)(2)R P4 由来の br o ad-ho str a nge m obilization に 関わる m ob 遺伝子
28)
(3) R6 Kの 複製拠点 の 1 つで ある o'iy をもつ pM I17
29)の プラス ミ ドより構成さ
れ る . はじめに , m ini-Th10および m ob選伝子をプラス ミ ドpM I17に組み込 み,
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pTK Y 238を構築した (Fig. 1-2-1). o n
l
γは, R 6 K由来の pir にコ - ドされた花
蛋白質の存在下で の み複製の機能を発現する 30). 従 っ て pir の 存在しな い 通常
の細菌内で は suicideplasmi dとな る ｡ 接合機能を目的として pT K Y 23 8に組み入
れた m ob は, R P 4の 複製移行拠点に含まれ る o 染色体に R P 4が組み込まれた E.
c oli S M IOを pir を持つ九 フ ァ ー ジで 形質導入し, s M IOILpir を得た o.(i)S M IO
-
kpir(pT K Y238') を供与菌, y. enterocolitic a0:8W A株 Rifを受容菌として接合伝
達を行わせ , Rifおよび Km 耐性で選択し, 1,800か ら成る Km 耐性挿入変異ラ
イブ ラリ ー を作成した ｡ 用 い た miniTnl Oは 2度目に転移を起さない よう に改変
されて い るため 27), 得られた Km 耐性株の 変異は安定に保たれる o (ii)こ の ライ
ブラリ - の 中か ら, B HⅠ寒天上 28℃ で増殖する が, 39℃で は増殖で きない 高温
感受性株を選択し, G TS株 8株を得た o (iii)さらに これ らの G TS株 をマク ロ フ
ァ
ー ジに感決させ , マ ク ロ フ ァ ー ジ内で増殖不能 とな っ た株 を選択し, 5 株 の
マ ク ロ フ ァ ー ジ感受性株を得たo
組 逸走
gsr 遺伝子変異ライブラリ ー の 中か ら G TS1 86を選び, 挿入変異の標的とな
つ た遺伝子 (gsrA と命名) の解析を行フ たo
G T S1 86 の染色体 D N Aを制限酵素で消化後, Km 耐性遺伝子 D N Aをプロ ー ブ
と して サザンプロ ッ ト解析を行 っ た と こ ろ , K m 耐性遺伝子挿入により不活化
された gsrA は, 1 2kb の Ec oRI断片に含まれる こ とが明 らか とな っ た . そ こ で
G TS 186染色体の 9-15kbp の EcoRI断片をpuc18に組み込み , gs7A の存在する
12kbp の D N A断片を含むク ロ ー ン を 監m 耐性をマ ー カ ー として 選択した . ク ロ
ー ニ ングされ た 12kbの EcoRⅠ断片の制限酵素切断地図を作成して , miniTnIO
の 位置を決定した結果 , 5kb の EcoRI-Ba mH I断片中に miniTnl Oに より分断され
た gs EA の 片側が含まれ る こ とが推定された . 次に , こ の 5kb の Bm nHI-Ec oRI
断片をプロ ー ブと して , 各種制限酵素で 切断した野性株染色体 D N A のサザン
プロ ッ ト解析を行 っ た結果 , gsrA 遺伝 子は 11.5kb の Ba mHI断片に含まれ る こ
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とが明 らか とな っ た . こ の 11.5 kb の Ba m斑丑断片をpA C Y C 184にク ロ ー ニ ング
し, 得 られたプラス ミ ドpT K Y 240を用 い て G TS且86を形質転換させ る こ とによ
り, 温度感受性が完全 に相補された こ とから(Fig. i-2-2,a), こ の 断片は完全な
gsrA 配列 を含んで い る こ とが確認された o
ク ロ ー ニ ングさ れた 11.5kb の Ba mH 丑断片上 の gsrA 領域を限定す る ために ,
こ の 断片を種々 の 制限酵素で 切断して pA C Y C184に連結後, サ ブク ロ ー ンを得
た ｡ こ れらを用 い て G TS 186の 温度感受性 の相補性試験を行 っ た結果 2. 8kb の
SalⅠ-N ruⅠ 断片 に gsrA を限定する こ とが で きたc 得 られたプ ラス ミ ド pT K Y 302
を用 い て 且,80 0bp の 塩基配列を決定した (Fig. 1-2-3)Q
塩基配列を解析した結果 , 478 アミ ノ酸残基をコ ー ドする 且,43 7bp の 0 鼠Fを
見 い 出す こ とがで きた ｡ 配列 から推定され る分子量は 49.5k Da で あり, 等電点
は 8｡56 で あ っ た . ア ミ ノ 酸配 列 に よ る ホ モ ロ ジ ー 検 索を行 っ た と こ ろ ,
紺trA 倣 gP のホモ ロ グで ある こ とが 明らか とな っ た ｡ 伽 A は高温 で の み , そ の
機能が要求される熱 シ ョ ッ ク蛋白質 と して , E. c oliで発見されたが 31), これ と
は独立 に解析され て い た E coli の ペリ プラズム プロ テア ー ゼ DegP
3 2) と 同 一 の
もの で あ っ たo GsrA は N 末端 に 27残基から成る シグナル ペ プチ ドをもち, 中
央部(236-240 A A)にセリ ンプロ テ ア - ゼ 活性中心で あ る G N S G G配列 を持 つ 分
泌型 プ ロ テ ア - ゼ で あ る と推定され さらに C 末端には上記 の HtrA と 同様に,
フ ィ ブ ロ ネク テ ンや コ ラ ー ゲ ン等 の 細胞接着因子 に共通 にみられ る R G Dモ チ
ー フ が存在 したo HtrA プ ロ テ ア ー ゼ の 機能にお ける こ の 配列 の 持つ 意味は不明
で ある ｡ また , gsEA
'
の 上流 に は Fig. 1-2-3 に示 したプロ モ ー タ ー と推定され る
配列 が存在して い た o こ の 配列 はhtrA のプロ モ ー タ ー 配列 と相同性が高か っ た
33)
. 大腸菌な どの グラム陰性細菌にお い て は, groELおよびdn aK を代表 とする
熱シ ョ ッ ク遺伝子 の プロ モ ー タ ー は, 熱 シ ョ ッ ク シグマ 因子 と呼ばれるo3 2に認
識さ れ, そ の 発現が制御され る 34)o 一 方, htrA のプロ モ ー タ - を認識す るG 因
子 はo24で ある ことが報告され て い る 3 3). 発見当初, o24 は第 2 の熱シ ョ ッ クo
と考 えられて きたが 35), 現在 は分泌 に 関す る遺伝子 の制御に 関す るo 因子 で あ
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る と考 え られ て い る 36)o こ れ らの こ と か ら gsEA のプロ モ ー タ - は o
24型
poly皿 er aS eに より認識され , 転写 が開始される こ とが示唆された ｡
組 盈
第1 節 に記した G T S1 86は, 著者が得た唯 一 の gsrA 変異株で あ っ た こ とかち,
新たな gsrA 不活化変異株を以下の方法で作成した . ク ロ - ニ ン グした gsrA 遺
伝子 の ほぼ中央部に ある1 ～uI切断部位 に Km 耐性カセ ッ トを組み込み (Fig. 1-
2-4, A), こ れ を R P4の oriT をpM I7に組み込んだ suicide v e cto rpT K Y 229 に連結
した後, y. ente ro c olitca 野性株に導入し, gsFA 間 の 2回相同組み換え に より ,
新たな gsrA 挿入変異株の作成を行っ た (Fig. 1-214, A). 挿入変異部位の確認は,
監m 耐性遺伝子およびgsrA 遺伝子断片をプロ ー ブに したサザン プ ロ ッ ト解析に
より行 っ た(Fig. 1-2-4, B). この ように して得られた gsrA 変異株 K Y 133と, 先
の G T S1 86 の環境ス トレス に対する応答を検討した ｡
(i) 高温 ス ト レス によ る影響 ;3 0℃ で培養し , 対数増殖期に達した野性株
(w A 314) を 39℃ に移し培養する と, やや増殖の速度が上昇した(Fig. 1-2-5, A)o
一 方, K Y 133株は 30℃ で培養した場合, 野性株と同様に増殖したが, 39℃ に移
し培養した 2時間後には増殖は止まり, D O600値の 減少が認められた (Fig. 1-2-
5, B)｡ K Y 133を 39℃ へ 移 した 3 時間後 の菌 の 形態を顕微鏡下で観察したと こ ろ ,
溶菌して い る こ とが確認 できた (data n otsho wn)o こ0) K Y 133 の高温感受性形質
札 プラス ミ ドpTK Y308の 共存によ っ て gsEA 遺伝子を相補する こ とで完全 に
回復した (Fig. 1-2-5, C)o こ の 結果から高温ス トレス に対す る耐性, お よび高温
下 にお ける増殖に はgsrA が必須で あ る こ とが明 らかとな っ た .
(ii)酸化ス トレス に よる影響 ; い く つ か の 熱 シ ョ ッ ク蛋 白質は, 過酸化水素
や ス - パ ー オキサイ ドな どの酸化ス トレス に よ っ て もそ の合成が誘発される こ
とが知 られ て い る 25)｡ また, 熱シ ョ ック 制御因子 で ある R N Aポリメ ラ - ゼの
♂2サ ブ ユ ニ ッ ト遺伝子 の 欠失変異は, 酸化ス トレス に対する耐性の低下をもた
らす とい う報告もあり 37), 熱 シ ョ ッ ク蛋 白質が熱シ ョ ッ ク の みな らず, 酸化ス
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ト レス耐性に も関与して い る こ とが考えられた｡ そ こ で 著者は G T S 186 お よび
K Y 133の 過酸化水素に対する感受性を野性株と比較したと こ ろ , 8.8m M 過酸化
水素に曝露した後, 60分間 に野性株は 100%生存した の に対 して , gs nA 変異株
の 生存率は約 2% であっ た(Fig･ 1-2-6, A)o こ の 耐性の低下は, p甘藍Y 3 08に より
完全 に相補された(Fig. i- 2-6, A). こ の 結果 はgsrA が酸化ス トレス 下 にお ける生
育に必須で ある こ とを示 して い る ｡
(iii) 浸透圧ス トレス に よる影響 ;次に , gsrA 変異に よる高浸透圧 ス トレス に
対 す る耐性を 2･5 M の NaCl濃度環境下で検討した(Fig. 1-2-6, B)｡ そ の 結果 ,
G TS 186および K Y 133両変異株は明ちかに高浸透圧 に 対 し感受性が増加す る こ
とが明 らかとな っ た o こ の 変異形質は, pT K Y 308に より完全に回復した o よ っ
て gsrA は高浸透圧ス トレス に対す る耐性に も必須 で ある と考 えられた .
盈 且 鼠 _ +星 組 吐星艶鹿
Y･ e nte rocoliica は, ヒト, マ ウス , ウサ ギな ど由来 の異な る腹腔 マ ク ロ フ ァ
ー ジ内で増殖可能で あるが 9･3 873 9), 第 1章で述 べ たように ,著者は y. e nter o c olitc a
の 細胞内寄生性の解析に , マ ウス 由来マ ク ロ フ ァ ー ジ様培養細胞株J774_1が適
して い る こ とを示 した(Fig. 111-1)o Y. e nte FOCOlitc a の マ ク ロ フ ァ ー ジ内増殖に
おける gsnA の役割を検討するた め, gsrA 変異株で ある G T S186 お よび K Y 133
の J774-1 内で の 増殖能を倹討した ｡
Y･ e nte ro c olitc a野性株は, マ ク ロ フ ァ ー ジに会食され る と, フ ァ ゴソ - ム内
殺菌能力 の最も高い 1 時間まで は細胞内生菌数は減少するが , 以後 , 増殖 し,
22時間まで に会食直後の約 20倍に増加した ｡ 一 方 , G T S 186まうよび K Y 133 の
食食後 の細胞内生菌数の変化を測定したところ , 会食後 22時間まで増殖す る こ
となく減少した(Fig1 1-2-7). これ らの 変異株 に完全な gsrA 遺伝子を含むプラス
ミ ドpT K Y 308を共存させ る こ とに より, マ ク ロ フ ァ ー ジ内増殖能は野性株と同
程度にまで 回復した｡
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以上の結果から, gsrA 遺伝子は, 環境ス ト レと同様に マ ク ロ フ ァ - ジ内ス ト
レス下にお ける生残および増殖に必須で ある こ とが明らかとな っ た ｡
食食後, 細菌が マ ク ロ フ ァ ー ジ内ス ト レス に曝露される と, そ の影響はまず
細菌表層部に現れ る ｡ そ の結果 と して ペ リプラズム に出現した変性蛋白質を早
急に分解する こ とが細菌の 生育に不可欠 で あり■, こ れ に Gs rA のプロテ ア ヤ ゼ
活性が深く関わ っ て い る こ とが考えられた｡
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策3 章 y. e8d@g･o c ogitic aス トレス蛋白質 Gs 『A の マ ク ロ フ ァ ー ジ
食食による誘発
第1章ならび に第 2章に記載したように , y. ente710COlic a が マ ク ロ フ ァ ー ジ
内ス ト レス に耐え , そ の 中で 増殖す るた めに はペ リ プ ラス ム に 局在す る プロ テ
ア ー ゼ Gs rA が必須で あ る こ とが明らかとな っ た ｡ す で に著者は マ ク ロ フ ァ ー
ジに食食された y. e nte rocolitc a が , 数種の ス トレス蛋 白質の合成を誘発する こ
とを明らかにして い るが(第 1章), こ の 時点で は GsrA は未同定で あ っ た o そ こ
で マ ク ロ フ ァ - ジ細胞内ス トレス により , Gs rA の 合成が誘発され る可能性を検
討した . さ らに決定された gsrA 遺伝子 の塩基配列より , gsEA の 転写がo24型 プ
ロ モ ー タ ー により導かれる こ とが明らかとな っ た こ とか ら, マ ク ロ フ ァ ー ジ会
食によるo24型プ ロ モ ー タ ー の 転写 誘導に つ い て , 併せ て検討 した o
塞 _皇_盟+二 班 主且旦促成と
三 雌 a鼠定
マ ク ロ フ ァ ー ジス トレス環境下で の Gs rA 蛋 白質の合成量を, 2次元電気泳
動ゲル の オ - トラ ジオグラ フ か ら測定する 目的で , まず 2 次元ゲル上で , GsrA
蛋 白質の 同定を行 っ た ｡
Gs rA の大量産生系を構築す るた め, Fig. 1-3-1, A に示 したよう に pBlue s cript
S Kベ クタ ー の T 7プロ モ ー タ ー の 下流に gsd 構造遺伝子を組み込み , 耶 プロ
モ ー タ ー gsrA 融合プラス ミ ド bT K Y 248) を作成した o こ の pT KY248 と,T 7ポ
リメ ラ ー ゼ遺伝子を含む pGP l- 2 を用 い て E. c oli J M IO9を形質転換した o こ の
系は , Rifを添加す る ことに より , E. coli J M IO 9由来の R N Aポリメラ ー ゼ の 活
性が阻害され , T 7ポリメ ラ ー ゼ により pT K Y248 の T7プロ モ ー タ ー か ら特異
的に転写が起る様に設計され て おり, 結果 として GsrA の みが大量 に合成され
る ｡ こ の ような系で産生され る 蛋白質を[
35s〕- メチオ ニ ン で標識し , そ の 蛋白質
画分を s D S-P A G Eで展 開した後, オ ー トラ ジオグラ フ を観察した と こ ろ , 分子
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Fig･ 1-3-2･ Ex clu siv e e xpr es sio n of Gs rA pr otein･ Y･ e nte7VCOlitca c ells w er egr o wn
in M 9 m ediu m at28
o
C a nd labeled fo r1 0m血 with[35S】- m ethio nin e(50tLCi血1)at
28oC(a)ortr an sferr edto 42
o
C,in cubated fo r5 min, and the nlabeled forlO min at
42
o
C(b)･ E･ c olt c ells - rying eitherpT K Y 248(c)or v e cto rpBlu es criptS K(d)
w erelabeled with[35S]一 皿 ethionine(50pCi/ml)by u sing the T 7polym er as e/pr o m oter
syste m to s ele ctiv elylabelplasmi dpr oteins･ Extr a cts fr o m c eus w er e s epar ated by
12･5 % S D S-P A G E･ Ⅶl e S ample u s ed in(c) w as stlbje cted to 2- DGE (e).
Antoradiogr aphs ofthedriedgels ar e sho w n･ An a rr o w at theleftside of thegelpoints
to thepo sitio n ofthepr o ce s s ed 47 k m Gs rApr otein･ Ⅵ1ePr Oteinsindic ated bya rr o w s1
a nd 2 ha v em olecular siz es of 50 k Da a nd 47 k Da
,
r e spe ctiv ely･
3 0
量約 50k Da の 蛋白質の バ ン ドが検出された (Fig. 1-3-2, lan e c). こ の バ ン ドは
pT 監Y 248の 存在する株で の み検出され pBlues cript SK ベ クタ - を形質転換し
た株で は存在 しなか っ た(Fig. 1-3-2, la n ed) ことか ら大量産生系による合成産
物で ある と考えられた ｡
この GsrA 大量産生系をもつ大腸菌の 蛋 白質画分を2次元電気泳動 で展開し,
オ ー トラジオグラ フ イ - を行 っ たと ころ , 分子量約50 kDaお よび 47k Da の 蛋白
質 の ス ポッ トが観察された(Fig. 1-3-2, e)a gsrA 遺伝子 の 塩基配列より , こ の 領
域 に 2 つ の遺伝子が コ ー ドされて い る可能性はな い ことから, それぞれ の スポ
ッ トの 由来を明らか にする ため, 実験の 部方法 の 項 -15)に従 っ て N 末端アミ ノ
酸配列を決定した ｡ そ の 結果, 50k Daお よび 47k Da の 蛋白質の N 末端配列は,
それぞれ M K K mViJSA LAIぷⅠG および A E T A SS SQ QLP S L AP 岨ノG で あ っ た.
こ の 結果に基づき 50k Da の 蛋白質は GsrA の前駆体で あり , 47k Da の 蛋 白質は
N 末端の 27ア ミノ酸残基が切断された Gs工A で ある ことが明らか とな っ た ｡ 従
っ て Gs rA は 50k Da の 分子量をも つ前駆体として翻訳された後, プロ セ ッ シ ン
グされ た 47k Da の 安定な蛋白質と して ペ リプラズムに局在する もの と考えられ
た ｡ 又, N 宋端の 27ア ミノ酸残基は細胞膜透過に必要なシグナル ペ プチドで あ
ると考えられた｡
y. e nter o colitca の GsrA を 2次元電気泳動ゲル上で 同定するた めに, 熱シ ョ ッ
クをか けた y. e ntero c olica の 溶菌液を 耶 ポリメラ
ー
- ゼによる大量生産系をも
つ E
.
coli の溶菌液と混合し, 2次元ゲル電気泳動により展開したo 又 , それぞ
れ の 溶菌液を同様た展開し, オ … トラ ジオグラフ をと っ て スポ ッ トの 位置比較
す る こと により , y. e nter o c olitic aGsrA を 2次元ゲル上で 同定した ｡ Fig.ト3-3 に
示 した ように , Y. en ter o c olitca の 47k Da の 蛋 白質が , 大量産生系で合成された
47k Da と同 一 の ス ポ ッ トを形成した ｡ こ の結果から 47k Da の蛋 白質がプロ セ ッ
シ ングをう けた y. e nte roc olitca の GsrA 蛋白質で ある と結論で きた ｡ 一 方, 節
駆体 と考えられた 50k Da が y. enterocolitca の 蛋白質画分には見い 出せなか っ た
こ とか ら, 大量産生系に比して正常菌細胞の プロ セ ッ シ ングの 効率は極めて良
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Fig･ 1-3-3･ Ide ntific atio n of the Gs rA pr otein o n atw o-dim e n sio nalgel･ Y･
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o
C fo rlO min
,
follo w mg a shiftfr o m28
o
Cto 4 2
o
C
fo r5 m in(A and D)or r adiolabeled for lO min at 28
o
C(B). E. coltc eus carrying
pT K Y 248a ndpG Pl-2 w er e r adiolabeled by us mgthe T 7-polymer as e/pr o甲Oter Syste m
(c). T he e xtr a ctsfr o m c eus w er e s ubjectedto2- D G E. Autor adiogr aphs ofth占driedgels
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'
the ar e a sho w ninpa n els(B)to
(E)･ 耽e a rrわw spoint tothepo sitio n ofthepr o c es s ed 47 kDaGsrA pr otein.
3 2
い と考え られ る ｡
マ ク ロ フ ァ ー ジ内で増殖する Y. en tero c oliiic aが合成する GsrA 量と, 培地中
で増殖中の本菌が合成する GsrA 量を, 2次元オ ー トラ ジオグラ フ を用 い て 比較
する こ とに より, GsrA 蛋白質がマ ク ロ フ ァ ー ジ会食によ っ て合成誘発され る可
能性 に つ い て検討した . その 結果 Fig. 1-3-4 に示 した ように , マ ク ロフ ァ
- ジ
内で増殖中の Y, enter oc olitic aにおい て , GsrA 蛋 白質の合成量が顕著に増加して
い る こ とが明 らか とな っ た o すで に第 1 章で述べ たと同様に, マ ク ロ フ ァ - ジ
細胞内で本菌の Dn aK, Gr oE L, GroE Sの ス ト レス 蛋白質の合成が誘発される こ
とが確認された(Fig. i-3- 4,ス ポッ ト a,b,c).
GsrA , DnaK, Gr oE L,GroE Sの 合成量を実験の部方法の項-14)に従い M 五L A M 旺
II(Bio収ad)を用 い て定 量 した ｡ そ の 結果 , マ ク ロ フ ァ
ー ジ内で増殖中 の Y･
ente rocoliica は , 培地で 増殖中の もの に比較して , Gs rA 量 の合成が約 3倍, Dn aK
量が 12倍, Gr oE L量が 1 5倍, Gr oE S量 が 7倍に増加して い る こ とが明らか と
な っ た (Table1-3-1)o
以上 の結果に基づき, y. e nter ocolica は マ ク ロ フ ァ - ジ会食により , Gs工A の
合成を誘発させ る と結論づける こ とが で きた｡
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Fig･ 1-3-4･ Enhan c ed e xpr e s sio n of Y･ e nterocolitca Gs rApr otein with in m a cr ophage-
phago s o m es. Bacte rialc ells w er elabeled in m ethio nin e-fr e eR P M Im ediu mfo r1 hr at
37
o
C(Å and C)･ Ba cterialc eus w e r elabeled inthe pre s e n 耽 Of cyclohe x amide wi th in
J774-1 c ellsbetwe e n3-4 hr afterphago cyto sis at37
o
C(B and D). Ba cteri al伐11s w er e
r adiolabeled forl O min at28
o
C(E) andat42
o
C betw ee n5-15 min after thete mper atu r e
shift(F)･ Apo rtio n of thelysate w a s s ubjectedto2- D G E. Autoradiographs of the dried
gels ar e sho w n･ T he r egio ns sho w nin r e cta ngle sinpan els(A)and(B)co re spo ndto the
area sho w nin pan els(C)to(F)･ 皿 e ar ro w spoint tothepo sitio n of the 47k Da Gs rA
protein･ a, b a nd cindic ate Dn aK, GroELand Gr oE S, r e spe ctiv ely･
3 4
Table 1-3-1. Fe atu re s ofthe rel v a nt str es spr otein s synthe siz ed in Y. ente710 C Olitc a
gr owing m Vitro orin m a cr ophage c ells.
pr otein pl
b Am ountofpr otein(v olu m e)a
⊥
Gs〟iC 7.06 1.1 91 2.868
Dn aK 4.68 2.205 1 2.20
Gr oE L 4.73 2.886 15.00
Gr oES 5.60 0.119 7.449
α Am o unt ofpr otein was 血 eto aqua ntitative 孤 alysis ofthe 冗 -r ayfilm s sho w nin
Fig･ 1 3-4 by u s mg the s oftw ar epackage, M E L A N IE II, of Bio Rad. Volu m eis
theintegr ation ofoptic al de n sityo v erthe spot
'
s a r e a.
bEachplof Gs rA, Gr oE L, o rGr oESw a sdedu ced fro mthe amin o a cids equ e n c es
previoulslyr epo rted. plof maK w as estim ated fr o mthepatter n of 2- m E by u slrg
the M E L A】Ⅵ巴ⅠⅠ.
c Apr o c e s s edibm of Gs rA .
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迎 _ ヱ ニ 乏 血迄患吐息転量盈捉
第 1 節に記載した研究に より , Y. e ntero c olitic a はマ ク ロ フ ァ - ジ細胞内ス
トレス に対応 して GsrA の 合成を誘発す る こ とが明`らか とな っ た ｡ dnaR;groEL,
gr oESなどの 多く の ス ト レス蛋白質遺伝子 の転写は, o
3 2型 R N Aポリメラ ー ゼ
に よ っ て制御され て い るが , gsrA の転写 は , その プロ モ - 夕 一 領域 の 塩基配列
から o24型 R N Aポリメラ ー ゼ によっ て 制御されて い る と推定された . そ こ で ,
マ ク ロ フ ァ - ジ細胞内で o 24型 支配 の転写が活性化され る可能性, すなわ ち
GsrA 合成の 誘発が遺伝子 の転写段階で 生 じた可能性を検討した ｡
Fig. 1-3-1 に示 した様 に gsrA のプロ モ ー タ ー の 下流にILu=Z を融合したプラス
ミ ド(pT K Y 260)を構築 し, β- ガラク トシダ ー ゼ の 酵素活性を定量する こ とに よ
り , gs加 プロ モ - 夕 - か ら の転写 活性を測定した ｡ 対照に は Ia cZ 遺 伝子 が
35
pT K Y 260と反対向きに組み込 まれ た結果 , c at プロ モ ー タ
ー の 下流に IuZ が 融
合したプラス ミ ド, pT K Y 261を用 い た.
pT K Y 260ある い は pT K Y 261を保有する Y. ente ro c olitc a を マ ク ロ フ ァ
ー ジ様
培養細胞株J7 74-1 に会食さ せ た後, 培養 し, 経時的に細菌を回収してβ- ガ ラク
トシダ ー ゼ活性 を測定したo Tablet-3-2 に示 したよう に , gsnA プロ モ ー タ - か
らの 転写 は, マ ク ロ フ ァ ー ジ会食後, o.5 か ら2.5 時間 の 間に約 2.5 倍促進され
4
. 5時間で は 3倍, 促進 して い る こ とが明 らかとな っ た o 一 方, cat プロ モ ー タ
-
-lacZ融合 系にお ける転写活性は会食の影響を全く受けなか っ た . こ れ らの 転
写活性の測定に用 い た pT K Y 2 60お よび pT K Y 261を有する株 の マ ク ロ フ ァ
ー ジ
内増殖能は親株と等しい こ と を確認した (Fig. 1-3-5)｡
第
r
2 章第 2節に示 した よう に , gsrA はo24型 R N Aポリメラ ー ゼ によ っ て 認識
され るプロ モ ー タ ー を持 つ こ とか ら, 以上 の 結果 に基 づき♂2 制御系 の みな ら
ず♂4 制御系 もマ ク ロ フ ァ ー ジ内ス トレス によ っ て 誘発 され る と結論付ける こ
とがで きた ｡
Table1-3-2. Tra n s criptio nalactivation ofthegs y:A ge n e after m a c r ophage
-
phago cyto sis a sjudged bythe a ctivityofla cZfusio ntothegsrA pr o m ote r･
Fusio n c arried by
Y. enterocolitca
β-Gala cto sida s e a ctivityat tim epoint
a洗e r ba O Cto sis br
α
.
0 0.5 2.5 4.5
gs rA -la cZ 25±4 27±3 67 ±5 98±ll
c at_lacZ
b
92±8 8 ±5 89±6 84±8
a Ba cterialc ells w er etake nbylysingtheJ774-1 cells at0 hr, 0･5 hr, 2･5 br and 4･ 5 hr
afterphago cyto sis. Activityis e xpr e ss ed aspic o m oles ofo- nitr ophe nylβ-gala cto side
hydrolyz edper min uteperC F Uof baGteriu m･ The0tim epointc o rre spo ndsto bacteria
gr o w ninm ediu mthat w er e n otphago cyto s ed by m a cr ophage s･ Valu es ar e me an s±
sta ndard deviatio n s.
b
c at:chlo ra mphe nic ola c etyltr a n sfer as eg n einpA C Y C1 84･
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第 盈部 且iste 癌 m o9 WCytOge n @ Sの 病原性発現に おける
ス ト レス 蛋白質 D弧a監 シ ャ ペ ロ ン の 役割
L. m o n oqtogen esは人畜共通感染症の ひ とつ で あり水や食物を介し感染す
る ｡ ヒ トで の リス テリア症には大きく 2 つ の病型が あり, 垂直感染による流死
産, 胎児敗血症などの 周産期リス テリ ア症 と, 成人 に起る髄膜炎や敗血症で あ
る ｡ 垂直感染の場合, 胎児 ヘ の 感染 に先立 ち, 母親 へ の感染が生じるが , こ の
場合も成人例と同様に, チ ー ズや調 理済食品が主な感染源となる｡ こ の ような
食品は低温 で保存され る場合が多い が, L. m o n ocytoge n esの も つ 低温増殖能 に
より保存中の食品 の菌数が増加し, 感染に つ なが る と考えられて い る ｡ 成人例
はそ の大部分が高齢者, 白血病患者, H IV感染者などの 易感染者で あり, 健常
者には稀 で ある ことか ら 一 種 の 日和見感染菌とい える ｡ 日本にお けるリス テリ
ア症患者は年間 20から 25例で あり ,1 00万 人あた りの 羅患率は欧米諸国の 1/10
以下で ある ｡ 抗生物質に対する感受性は 一 般に高く , ペ ニ シリ ン系抗生物質が
第 1次選択薬とな るが , そ の ほか ニ i - キ ノ ロ ン系や ア ミノ配糖体系抗生物質
を併用する ｡ セ フ ェ ム系は あまり有効で はない ｡
マ ウス に致死量以下の L. ･m o n o cytogenes を静注感染させ る と, 10分以内に
90% の 菌が肝臓に, 残りが牌臓に取り込まれ, 続く 6 時間後に約 1/10に減少
する ｡ そ の 後, 臓器内菌数は 3-4 日を ピ ー クに増殖し, 徐々 に排除され る 40)0
感染直後 の菌の排除および臓器内で の 菌 の増殖の 程度を決め る の は マ ク ロ フ ァ
ー ジの 殺菌能力で あり , 本菌に対する自然抵抗性に重要な位置を占めて い る ｡
L. m o n o cytogen es の 病原性は , 感染宿主が発動する第 一 線の 生態防御機構で
ある マ ク ロ フ ァ ー ジ等の 食細胞 に よる殺菌を回避し , 増殖する機構 (エ ス ケ ー
プ機構)を持 つ ことで ある (Fig. IV)o エ ス ケ ー プに 関連した遺伝子は Listeriolysin
OGL O)をコ ー ドする hlyA を含み , そ の 近傍にク ラス タ ー を成 して存在して い
る(Fig. IV)
41)
｡ こ れらの 分子遺伝学的解析から遺伝子産物の マ ク ロ フ ァ ー ジ内
38
増殖における役割が明らかとな っ て い る ｡ マ ク ロ フ ァ - ジに食食された菌は フ
ォ ス フ ァチ ジルイ ノシ ト ー ル (pI-PL C) を基質とする フォ ス フ ォ リバ - ゼと共
同して u .0 によ っ て フ ァ ゴ ソ - ムの 膜を傷害し, フ ァゴ ソ - ム か ら細胞質 へ 脱
出する こ とに より, 殺菌機構から逃れ , マ ク ロ フ ァ ー ジの 中で増殖した L.
m on o cytoge nes は ActA の働きによる アクチ ン の 重合で細胞内を移動L,, 隣接し
た細胞 へ 伝播する . そ の 際レシチ ナ - ゼ (p c-P LC) の働きに よ っ て , 伝播した
細菌を覆っ て い る 2重 の フ ァ ゴソ - ム 膜を分解し, 細胞質に移る と考えられて
おり , これ らの遺伝子 の転写は prfÅによ っ て 制御されて い る ヰ2)｡ 第 2部で は ,
y. enter o cditica とは全く異なる エ ス ケ - プ機構を有する L. m onocytoge nes の マ
ク ロ フ ァ ー ジ食食, さ らに病原性発現におけるス ト レス 蛋白質の役割に つ い て
検討 した結果を記した ｡
7 叫 _ 且豆1止p
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Fig. IV. L. m onocytogenesの細胞内寄生に関わる
主な病原因子の機能と遺伝子 42)
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第且章 L｡ m on ocytog@ n @ sの マ ク ロ フ ァ - ジ内ス ト レス
およ び環境ス トレス に対する応答
これまで L. m on ocytogenes の 環境ス ト レス に対する応答につ い て の 報告はな
い ｡ そ こで 種々 の環境ス トレス お よびマ ク ロ フ ァ ー ジ内増殖中に誘発され る蛋
白質に つ い て解析を行 っ た ｡
霊上 組 監批
ス トレス条件で誘発され る L. h20 n OCytOge n eS の 蛋 白質の解析を, 1次元お よ
び 2 次元電気泳動ゲル の オ ー トラ ジオグラ フ によ っ て 行 っ た ｡ 蛋 白質の 標識は
実験 の部方法の項 -4)に記載した方法に より行な っ た ｡
45℃ の熱シ ョ ッ クに曝した菌 の合成す る蛋 白質 の 中で , 30℃ で 増殖中 の本菌
が合成する蛋 白質に 比較して , その 合成量が顕著 に増加 ある い は新た に合成が
誘発されたもの が, 少なく と も 12種認 め られた (Fig. 2-1-1)o さ らに , こ の 蛋
白質画分を 2次元電気泳動により展開し, 作成したオ - トラジオグラ フ の 結果
から, 少なく とも 14種の 熱シ ョ ッ ク蛋白質を検出した (Fig. 2-1-2, B)｡ 検出さ
れ た熱シ ョ ッ ク蛋 白質の うち, 67k Da お よび 72k Da の 酸性蛋白質を Ⅲsp(a)お よ
び H S P(b)とし, N 末端アミノ酸配列をマ イク ロ シ ー ク エ ンス 法に よ っ て 決定し
た(Fig. 2-1-4)｡ 決定され た H S P(a)の 15残基および H S P(b)の 15残基の 配列か
ら H S P(a)は Hsp60(GroE L) ホモ ロ グで あり , E SP(b) は Hsp70(Dn aK) の ホ モ
ロ グで ある ことが明らか とな っ た ｡
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Fig. 2-1-1. Auto r adiogr aphs of S DS
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o
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o
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35s]m ethio nihefわr20 min at45
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C(lan e2)･ Afterphago cyto sis, str ain E G Dw as
labeled fo r2to3hr(la n e3)or3to4hr(la n e4)･ Str ain A T C C15313w aslabeled fo r3
to4hr(la n e5). 息 , protein sindu ced during gr o wth within m a cr ophages(1an e3 and 4)
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Fig･ 2-1- 2･ Autor adiogr aphs of 2- D G Eof[
35s]-labeledpr otein sfr o mL. m o n o cytoge n e s.
Ba cterialpr oteins ofstr ain E G Dw er elabeled with[3 5s]- m eth io nin einm ethionine-fr e e
R P M I-1 640at30
o
C(A), 45
o
C(B), o rinthepre s e n c eof 5 0m M hydr oge nperoxide(C)
as des cribed in Materi als and Methods･ A汀O W S Show the stre s spr otein sindu ∝d by
heatsho ck(B)orhydr oge npero xide(C)I Sm al1arrow sin(A)sho w thepo sitio n of
pr ot血 s w血o s e syn也e sis w a sele v ated by e xpo s u r eto be at o rhydr oge npe r o xide･
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sho w nin Fig. 2-1-3.
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i m on o cytogene ･H SP(a) AK 削 KFSE紺AGYAML
4 P 4 0 ＋ 4 4 d 4 ＋
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Fig. 2-1-3. A ugn m e nt of the N -ter min al amin o a cid s equ e n αsof
H S P(a)and H S P(b)indicated in Fig. 2-1-3 withtheirho m ologs. A min o
a cids c o n s erv d a r eindic ated by c olo n s, Am in o a cids equ e n c es of
ho m o且ogs of Buillu s subtilLf a nd S晦)hyloc o cus mL71e uS W er e r eported by
v 61ke r etal･ 43)a nd O hta etal･ 4 4)
,
r e spe ctiv ely･
次に , 熱シ ョ ッ クス トレス と同様の方法に よ っ て , 酸化ス トレス によっ て 誘
発され る蛋白質 の検出を行な っ た(Fig. 2-1-2, C)｡ 酸化ス トレス として は 50m M
過酸化水素を用 い た ｡ 2 次元電気泳動 の オ ー トラ ジオグラ フの 結果か ら, 少な
くとも 13種 の 酸化ス ト レス蛋白質が検出され, そ の 中で 5種の 蛋 白質が熱シ ョ
ッ ク によ っ て誘発され る もの と 一 致した . この 結果は, y. en teroicolitca を初め
とする多く の菌で 示されて きたように, L. m o n ocyLoge n esにお い て もス トレス
の 種類に特異的な蛋白質の ほか , 様々 なス トレス で共通 に発現されて くる蛋 白
質が存在する こ とが 明らか とな っ た ｡
監且盈 _ _ 二乙 助 盈盟主也旦畳良筆吸盤捉
マ ク ロ フ ァ ー ジ内増殖中の L. m o n oqtogenes 蛋白質の 解析に先立ち , J7 74-1
マ ク ロ フ ァ ー ジ様培養細胞内で の L. m o n ocyわgenes の 増殖の 様子 を経時的に調
べ た(Fig. 2-1-4)o 対 照に は hlyA を持たな い L･ m on ocytogenes A T C C 1533 を用 い
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た(Fig. 211-4). 病原性株で ある EGD の マ ク ロ フ ァ ー ジ内生菌数は食食後増加
し, 5 時間後に は会食直後の菌数の 20倍 とな っ たo 一 方, hlyA を持たな い
A T C C15313は, 会食後, 増殖する ことなく減少した(Fig. 2-1-4). hlyA の遺伝子
産物で ある L L Oは マ ク ロ フ ァ - ジに食食された後にフ ァ ゴソ - ム膜を溶解し,
細胞質 に エ ス ケ ー プす る ために必須で ある 45,4 6)o従 っ て A TC C15313が増殖する
ことなく殺菌された結果は, J774-1 のも つ マ ク ロ フ ァ ー ジとして の 殺菌機能が
正常で ある こ とを示 して い る ｡
次に, マク ロ フ ァ - ジ内で合成され る L. m onocytogen es の蛋 白質を , シク ロ
ヘ キサミ ド存在下で[35sトメチオ ニ ン で標識し, S D S-P A G E(Fig. 2-1-1)および 2
次元電気泳動 の オ ー トラジオグラフ上 で解析を行な っ た(Fig. 2-1-5)｡ マ ク ロ フ
ァ ー ジ食食によ っ て 合成が誘発された蛋白質は sDS-P AGE 上で 少なくとも 12
種検出され, そ れ らの 合成は会食後 30分か ら 240分の 間続い て い る こ とが明ら
か とな っ た ｡ 前章で述べ た y. e nter o clit aの 場合とは異なり, これ らの 誘発され
た蛋白質 の中に , 熱シ ョ ッ ク蛋 白質に相当す る もの は見い 出されなか っ た ｡ 一
方 , マ ク ロ フ ァ ー ジ会 食後 3-4 時 間 に お け る h[yA, p仰 欠 損株 で あ る
A T C C15313の 蛋 白質画分から[35sトメチオ ニ ンで標識された蛋白質は検出され
ず, 会食後の A T C C 1531主にお い て , 蛋白質の 合成は行なわれて い なか っ た(Fig.
2-1-2
,
lane5)0 2次元電気泳動で展開したゲルの オ ー トラ ジオグラ フ からマ ク ロ
フ ァ ー ジ会食に より誘発する L. m onocytogenes の蛋 白質が 3 2種検出されたo こ
れ らの 蛋 白質 に熱や過酸化水素により誘発される蛋白質は含まれて い なか っ た
(Fig. 2-1-5)｡
p仰 に 制御され て い る L. m o 7W CytOgeneS の マ ク ロ フ ァ ー ジ内増殖に必須 な遺
伝子群の産物で ある ActA, i l o, Mpl, PIcA, PIcB の分子量はそれぞれ 90kDa,
70k Da, 60kI)a, 57k Da, 34kDa, 32k Da で ある こ とが報告され て い る 47)｡ マ ク ロ
フ ァ - ジ会食 による合成誘発が s D S-P A G E上で確認された蛋 白質 の うち , こ れ
らの 分子 サイズに相当す るも の が含まれて おり, マ ク ロ フ ァ ー ジ内増殖に関与
した蛋白質が会食 に よっ て 合成誘発されて い る こ とを示唆して い る ｡
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堵
.増野
Fig･ 2-1-5･ Auto r adiogr aphs of 2- D G Eof
35s-labeledpr oteinsfr o mL･ m o n ocyt oge n es･
EG D仕IIsgr o w n血 m eth io nin e-fr e eR P M I-1 640at30
o
C(A)and in J 774-1 m acr ophage
c ellsfr o m2to 3 hr afterphago cyto sis(B). Smallar r o w s sho w thepo sitio n ofstr es s
pr otein sin duc ed by expo s u r eto heat and/orhydr oge nper o xide(A). Ope n ar r o w s
sho wthepr otein sindu c edduringin c ubatio nin m a cr ophage s(a).
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マ ク ロ フ ァ ー ジ内で増殖中の L. m o n ocyiogen esが , ス トレス 蛋 白質の合成を誘
発しない とい う以上 の結果 は, y. entero colitic a で 得られた結果とは全く異なる
もの で あ っ た ｡ y. ente ro c olitc a はマ ク ロ フ ァ - ジに食食された後, フ ァ ゴソ -
ム 内にと どまり, 常に過酸化物, 低 p若壬, 貧栄養などの ス トレス に曝された状態
で 増殖するが , L. m o n ocyわgen es は会食後, 直ち に フ ァ ゴソ - ム から細胞質 に
エ ス ケ ー プし, 生育に適した環境にある細胞質内で増殖する 48)｡ そ の ため , L.
m o nocytoge ne s はス ト レス 応答を誘発す る こ となく , マ ク ロ フ ァ ー ジ内で増殖可
能で ある と考えられ る ｡
4 7
策急章 風 ｡ m o 9iO Cy9ogc 8ie Sの dp%aK オ ペ ロ ン の 遺伝子構造
お よび転写解析
主要な ス ト レス蛋 白質は, 細胞が ス トレス に･曝さ れた時 の み合 成され る の で
はなく , ス ト レス 非存在下 に お い て も合成されて お り , 平 時の 細胞の 生育 に と
っ て 重要な働きを担 っ て い る こ とが近年明らか に され つ つ ある 49)｡ そ の ひ と つ
として m aK, Gr oE Lお よび GrpE な どの ス トレス蛋 白質の もつ 分子 シ ャ ペ ロ ン
の 機能が挙げられる ｡ 分子 シ ャ ペ ロ ン とは, 未熟な 蛋白質 に 一 過 性に結合 し ,
それが成熟した後には解離し て い く蛋 白質と定義されて お り 50), 新 生ポリ ペ プ
チ ドの フ ォ ー ルディ ング 5 1), 細胞内輸送 52), シグナル伝達 53), 転写 因子 の 調節
5 4)をは
.
じめ , 最後 にはプロ テ ア ソ - ム によ る分解 55)に も関与 し , 蛋 白 質 の 構造
形成 の 調節を介して , 細胞機能由節に必須の 因子 と して原核細胞から真核細胞
に至 る全て の細胞にお い て 機能して い る 49)0
平時 で も合成され るス ト レス 蛋 白質 の病原性発現 にお け る役割 を解明す る 目
的で , 代表的な分子 シ ャ ペ ロ ン の ひ とつ で ある L. m o n oqtoge n es の Dn aK の遺伝
子 の 周 辺 を染色体よりク ロ - ニ ン グし , 最初 にそ の 遺伝子 の構造および転写 に
つ い て解析した ｡
藍且 _塵 _ 幽 鎚鮎削軌弘匹敵定
L. m ofW q7tOge7W SIO403S の染色体 D N Aを実験の部方法 の 項 -17) に従 っ て調
製し, Ec oRI, Ec oR Vお よび H indIIIで 消化した D N Aを, ア ガロ - ス ゲル電気泳
動 により分画し, Ge n eScr e e nPlu s m e mbr a n e(N E N, Bo sto n, M A, U S A)に転写後,
pK V 800 1由来の E. c oli dn aK 遺伝子断片をプロ ー ブに して ECL dir e ct n u cleic acid
labeling and dete ctio n syste m(Amer sh am, Bu ck ingham shir e, U K)を用 い て プロ
ー ブの
標識お よびハ イプリダイゼ - シ ョ ン を行 っ た o 検出 された バ ン ド と同じサイ ズ
の D N A断片をアガロ - ス ゲル より切 り出し, pA C Y C 1 84にク ロ - ニ ングした ｡
得られたク ロ ー ンか ら dn aK を含むク ロ ー ンを選択す るた めに 上記 と同 じ dn aK
お よび dnaI 特異的プロ ー ブを用 い て ハ イ プリグイゼ - シ ョ ン を行 っ た . そ の 結
48
果 2.9kb の Ec oR V断片(pT K Y 2 63),2.5 kbの HindIII断片由T K Y 2 67),6･Okb の EcoRI
断片(pT K Y 2 68)を含む 3 つの ク ロ
ー ンが 分離された(Fig･ 2-211)o これ らの ク ロ
- ニ ン グされた遺伝子 の塩基配列を決定す るために, pBlu es cript SK, K Sにサブ
タ ロ - ン した o 得られたク ロ - ン よりプラス ミ ドを精製し, 2 本鎖 D N Aを変性
した後, dideoxy s equ e n cing 法 に よ っ て Sequ e n as e(United State s Bio che micals,
clevela nd, OH, U S A) およびT 7 D N Aプライ マ
ー または T3D N Aプライ マ - , あ
る い は , 合成プライ マ - を用 い て塩基配列 の決定を行 っ たo pT K Y 263にク ロ
-
ニ ン グされた遺伝子 の配列 には B uillus subtilLs を初めとする数種の グラム 陽性
菌で見い 出され て い る hrcA の ホモ ロ グが含まれて い た
56,5 7,5 8)
. しか し, 完全な
配列で はなく, 5,末端が欠けて い たの で pT K Y26 3にク ロ ー ニ ングされた断片 の
一 部, 828bp をプロ ー ブに して再度, 染色体からハ イプリグイゼ
- シ ョ ン法を用
い て選択した結果, h,cA の 5,末端を含む 1.9kb の HindIII断片がク ロ
ー ニ ングさ
れた(pT 監Y 328)o
決定された 7,800bp の塩基配列から 8 つ の oげの 存在が明らか とな っ た o それ
らの 構造および制限酵素切断地図は Fig. 2-2-1 に また, 塩基配列は Fig･ 2-2-2 に
示 した｡
oゲ1 (Fig･ 2-2-2, A) は 1034ntの長さ(nt252-12 87)で あり , 分子量 39･ 7
t
k Da の
345 アミ ノ酸残基をコ - ドして い た (Fig. 2-2-2, A). 開始コ ドンの 8 bp 上流に
sD 配列 に相当する配列が存在した ｡ アミ ノ酸配列から B･ subtilLs, Streptococ c us
m uLm s, Ca ulob u te , c res c e nius な どの グラム陽性菌で報告されて い る Hr cA との 相
同性が高か っ た ため 55,5 6,5 7), こ の oげ1 をhrcA と した(Table 2-2-1)o
oげ2 (Fig･ 2-2-2, B) は 576ntの 長さ(nt1 331
- 904)であり , 分子量 21･ 8 k Da
の 1 91ア ミ ノ酸残基をコ ー ドして い た ｡ 開始コ ドン の 8 bp 上流にリボソ
- ム結
合部位が存在した (Fig. 2-2-2, B). 他 の 多く の 細菌 の GrpE
57)と相同性が高か っ
た ことか ら こ の 遺伝子をg7PE とした(Table 2-2-1)o
o43 (Fig･ 2-2-2, C) は 1,842ntの 長さ(nt1940-3 779)で あり , 分子量6 6･2 k Da
の 613ア ミ ノ 酸残基をコ ー ドして い た ｡ 開始 コ ドンの 9 bp 上流にリボソ
- ム 結
合部位が存在した (Fig. 2-2-2, C). こ の ア ミノ酸配列は種々 の 菌の 伽 aK
59)との
49
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3:
相同性が高か っ た こ とか らこの 遺伝子をdnaK と した(Table2-2-1).
oげ4 (Fig. 2-2-2, D) は 1,134ntの 長さ(nt3,923- 5054)で あり , 分子量 41･1k Da
の 37 7アミ ノ酸残基をコ ー ドして い た o 開始 コ ドン の 9 bp 上流にリボソ
ー ム 結
合部位が存在した (Fig. 2-2-2,L D). こ の アミ ノ酸配列は種々 の 菌の h aJ
59)との 相
同性が高か っ た こ とから こ の 遺伝子をdna7とした(Table 2-2-1)｡
Table 2-2-1･ Compa ris o n of the amin o a cids equ e n c es of Hr cA, GrpE, Dn aK, m aJ,
- a
orf35and Orf2 9 fr o mL. m o n o cvtoge nes withtheirho m ol gsinbacterial_ 臥 _ _ _
Org皿is m Ide ntity(%)
HrcA GrpE DnaK DnaJ Orf35 0rf29
Ac ce s sio n n o.
B(willu s subtilis 51.0 56.4 80.7 69.2 55.1 48. 4 M84964
LLTtO C OCCuSlactis 26.9 37. 8 78.0 61.5 n a na X 76642,M 9 9413
stq'hyZoco ccu s a LT m S 28.6 43.3 77. 8 60.9 43. 4 na D 30690
strept o co cc us m utm s ･26.6 35･ 6 n a n a n a na U 78296
clo striLGu m u etobutyZicu m 32.2 39.6 66.1 50.4 43･5 n a M 74569, Ⅹ69050
strEPtO myCeS CO elic olor na 24･2 59･7 38.9 n a n a LO8201
Mycoba cte n
'
u mtubercuZosis n a 26. 7 5 9.6 42.1 n a n a X 58406
BTu Cella o vis na n a 59. 2 45.5 n a n a M 95799
Escherichia coli n a 29.7 56.7 49. 6 n a n a X O7863,K O1298,
M 12565
Bo'7d iaburgゐ4eyi n a 31.4 5 8･5 38･1 n a n a M 96847,
M 97 914
chlm nil#atTWho m atis 24.3 33.7 55. n a n a n a L25105, M 275 80
Ho m o sLPlenS n a na 44･9 3萱･ 虹ー ⊥ 竺 _ A
a
n e re sults ar e expr es s ed asper ce ntageide ntity inalign m e nt･ Sequ e n c es w er
e obtained
thr o ugh theGenB ank databa s e u s mgthe a c c es sio n n u mber sl
isted･
n a
,
sequ e n c es either n otapplic able or n ota vai1able･
5 1
A. o rfl(ht7:A)
弼 L T E RQ L L I F 良A I I D H F
3 ユ.◎ 3 Z◎ 3 3 ◎ 34◎ 3 5 ◎ 36 ◎
T C A ⊂T T G G Å〔T ÅT T ( A G ( CG GT T G G ÅT 〔ÅÅÅGÅA T T T G〔T GAA Å AÅÅG GT TTG〔〔T T
T 肘 T 工 Q P V G ～ K ” L L KE K G L P Y
3 7◎ 3 8◎ 3 9 ◎ 4 ◎◎ 41◎ 4Z ◎
A TA G T T 〔⊂G⊂G A 〔T A T 〔( GT A A T G A A ÅT G G G G GT 〔〔T ⊂GÅÅGA A T ÅC G G 〔T T T A T T GÅA Å
S S A T I 良 ” E M ら V L E E Y G F エ E K
43◎ 4 4 ¢ 4 5 ◎ 4 6 ◎ 4 7 ◎ 4 8 ◎
A G A ⊂G ⊂ÅTT〔TT〔G T ⊂G G GA ⊂G A G T T 〔⊂ÅT 〔ÅGÅG A ÅA G G A TÅT ⊂G C T T 〔T A T G T CG ÅT T
T H ～ ～ ～ G R V P ～ E K G Y 良 F Y V D Y
4 9 ◎ 5 ◎¢ 5 1 ◎ 5 Z ◎ 5 3 ◎ 54◎
A ⊂T T A⊂T ⊂〔AG 〔〔ÅA ÅA ÅÅG 亡T ÅG A T ÅA A T 〔〔G A 〔A G G 〔ÅA A T GÅT T ⊂G ÅT 〔〔T T ( T T T T
L L Q ･P K K L D K ～ D RQ M I R ら F F S
5 5 ◎ 5 6◎ 5 7 ◎ 5 8 ◎ 5 9 ◎ 6 ◎◎
〔A GA G ÅÅT T Å⊂T Å〔G ÅÅTGGÅA G GA 〔T T AT〔〔ÅÅÅATT ⊂ÅG ⊂ÅT T A ÅT G T T A T C CGÅT T
E ” Y Y E ”E ら L I Q ” S A L M L S D L
6 1 ◎ 6 2◎ 6 3◎ 6 4 ◎ 6 5 ◎ 6 6◎
T A A C 〔A A T T A 〔Å〔G T C⊂ÅT CT T G ⊂TTGG 〔〔〔TGÅA G 〔G Å⊂GA ÅA ÅÅT ⊂ÅT T TA G G G 〔T
T ” Y T ～ I L Lら P E Å T K N H し S ら ド
6 7 ◎ 6 &◎ 69 ◎ 7 ◎◎ 7 1 ◎ 7 Z◎
T T ÅGÅT T T G T Å⊂⊂ÅÅT A ÅA T ÅA T T T T ⊂AAG C A ÅTG 〔TC ÅTÅT T A A T AÅ⊂T G A T 〔A ÅG GÅC
R F V P 工 N ” FQ A M L I L I T DQ G H
7 3 ◎ 7 4 ◎ 7 5 ◎ 7 6 ◎ 7 7 ◎ 7 8 ◎
AT G TT GA T A A ⊂⊂ÅT 〔T T G T GA (ÅA T A C 〔G G ÅA G G 〔Å⊂ÅÅ⊂G (T ⊂T 〔C G ÅT A T T G A Å〔GT A
V D ” H L V T I P E G T T LS D I E R M
7 9 ◎ 8 ◎◎ 8 1 ◎ & 2 ◎ 8 3 ◎ 84 ◎
T G G T ⊂A A ⊂AT T T T A ÅÅT G A Å( GG 亡T A GT A G G G 〔T T T ⊂G 〔T T GÅT GÅT T T AÅA A G TÅ〔 AÅ
V ” I L ” E R L V G L ～､L D D L K VQ I
声5◎ 8 6 ◎ 8 7 ◎ & 8 ◎ 8 9 ◎ 9 ◎◎
T Å⊂〔A A T G GA ATTÅÅG G ÅA T T Å⊂T T G GÅÅA G 〔ÅT G T T A G ÅÅA T T A 〔G ÅA ÅG 〔T T T ÅT G 〔
P ” E V K E L L G K ” V RN Y E S F ” H
9 1◎ 9 2 ◎ 9 3 ◎ 9 4 ◎ 9 5 ◎ 9 6 ◎
A T GT A T T T T ⊂〔GÅ T 〔T T T T G ⊂T (ÅÅG 〔ÅÅG T ⊂ÅA 〔A A A ÅA G T G T A T T T 〔G G T G G ÅÅÅA A
V F S D S F A q A S Q Q K V Y F G G K T
9 7◎ 9 8 ¢ 99 ◎ 1 ◎◎◎ 1 ◎1◎ 1 ◎Z ◎
⊂GÅA T AT T T TA A ÅT⊂ÅÅ⊂〔G GA ÅT T T 〔A T G Å⊂ÅT T ÅÅT A A A GT ⊂⊂G T G A G A T G ⊂T T 〔A T T
N I L NQ･P E F H D【 I ” K V R EM L ‖ L
l ◎3 ◎ 1◎4◎ 1 ◎5 ◎ 1 ◎6 ◎ 1 ◎7 ◎ 1 ◎& ◎
T G AT G GA A GA AGAA ⊂ÅG ÅTGT GT A T G AÅT T G T T T ÅG G G A T A T T 〔( 〔GA T G G T 〔T T ⊂A A G
H E E E Q D V Y EL F R D I P D ら LQ V
l ◎9 ◎ 1 1 ◎◎ 1 1 1◎ 1 1 2 ◎ 1 1 3 ◎ 1 14 ◎
T GÅÅA A T A G G ( ( G ⊂GA ÅA Å〔AAT A T ÅGT 〔TÅA T G GÅA G A T T G T ÅGT ÅT 亡ÅT T A ( A G 〔G Å
K I G R E N ” N～ L H E D 〔 S I エ T Å T
l 15 ◎ 1 1 6◎ 11 7 ¢ 1 1 8 ◎ 1 1 9 ◎ 12 ◎8
⊂GT A T A A T A T T G 〔TG GC G ÅÅ⊂GTGT T G GC G GT AT ⊂G T A ⊂T 〔〔T ÅG G G ⊂〔⊂ÅC A A G ÅA T G G
Y ” I A G E 氏 V G G I V L L G P T R M E
12 1¢ 1 Z Z ◎ 1 Z3 ◎ 1 Z 4 ◎ 1 2 5 ◎ 1 Z 6 ◎
A A TÅTÅG ( A G A ÅT G A T GG GA〔TCGT T GA T GT A A T GÅG T ⊂G ÅG ÅT T T ÅA C ⊂G A T G T G T T A A
Y S R ” ”G L V D V ” S R D L T D V L T
12 7 ◎ 1 Z 8 ◎
⊂〔A A A 亡T T T A T ⊂GT GA T ÅA 〔⊂ÅÅÅÅT T A
K L Y R D Nq N
Fig･ 2-2- 2･ Nu cle otide a nd dedu c ed a min o a cid_s equ e n c
es oforfl- o rf8.
5 2
B･ orf2@rpE)
13 3◎ 1 34 ◎ 1 3 5 ◎ 1ヨ6◎ 1 3 7 ◎ 1 3 8 ◎
G GT GG ⊂T ÅA ÅGT GT ⊂T GÅG ÅÅAA A G ÅA 〔ÅA ÅA A ÅGÅA ÅGA ⊂T A G⊂T G A T G ÅÅA T 亡G A Å⊂Å
V S E K K ” K K E R L A D E I EQ
1 39 ◎ 1 4 ◎◎ 141◎ 1 ヰ2 ◎ 14 3 ◎ 1 4 ヰ◎
A GAA G A A T T ÅA A ⊂AT TTT A GÅT GA ÅG ( ÅGÅÅGAÅG C T G T T G A ÅGÅGG ÅÅG 〔T A 亡G G 〔G G Å
E E L ” I L D E A E E A V E E E Å T A D
l ヰ5◎ 1 4 6 ◎ 14 ア◎ 14 8 ◎ 14 9 ◎ 1 5 ◎◎
T Å⊂T T T A A ⊂G G A A G ÅÅC A A G 〔A ÅA GA T T T TÅGA G CT T G ÅA A A T A ÅÅ⊂T T GA T GA A G T T G A
T L T E Eq A K I L E L E N K L D E
.
V [
1 51◎ 1 5 2 ◎ 15 3 ◎ 15 ヰ◎ 1 5 5 ◎ 15 6 ◎
AÅAT ⊂G 〔T A T C T T 〔G T AT G 〔ÅA G ⊂GG A 〔T T ( GA A ÅÅT G T 〔A A ÅÅÅÅÅGA ⊂A T ÅT T G 〔A G Å
N R Y L R MQ A D F E PJ V K K 良 H I A D
1 5 7 ◎ 1 5 8 ◎ 15 9 ◎ 16 ◎◎ 16 1◎ 16 Z ◎
⊂⊂GTGAT G 〔⊂A G T 〔A G A AA TÅT 〔GT T ⊂G ⊂ÅA A G 〔⊂T ÅG ⊂G C AA GA T T T A 〔T T C ⊂T G⊂A 〔T
R D A S q K Y R ～q S L Å q D L L ド A L
1 6 3 ◎ 1 6 ヰ◎ 16 5 ◎ 16 6 ◎ 16ア◎ 1 6 8 ◎
AG A TAG TTT T GÅA ÅÅAG ⊂A⊂T T G ⊂AÅ⊂GÅCT T ⊂T GÅT ⊂ÅÅGÅA A A GTA A Å〔ÅA A T T T T
D ～ ド E K A LA T T ～ D q E E V Kq I L
16 9 ◎ 1ア◎◎ 1 7 1 ◎ 1 7 Z◎ 1 ア3 ◎ 17 4 ◎
ÅAA AG G A A T G GAA A T G GT ÅT A 〔ÅÅ〔( ÅA ÅT T 〔T T A TT G ⊂T T T T G A AÅÅA GAAG G 〔AT T GÅ
K G M E M V Y ”Q I L I A F E K E G I E
1 7 5 ◎ 17 6 0 1 7 7 ◎ 1 7 8 ◎ 1 7 9 ◎ 1 8◎◎
A G T A A T T C C G G CT GT C GG C GA A C A A T T C G A C C C G A A TT T C CA T CA A G C C G T T A T G CA A NG
V I P A V G Eq F D P ” F HQ A V M Q X
1 8 1◎ 18 2 ◎ 1 8 3 ◎ 1 8 4 ◎ 1 8 5 ◎ 1 8 6◎
T A G T GÅT GÅÅÅÅT GC A GG ÅA G CÅA T G A A A T ( A 〔T G C A G AA (T T 〔A A A A A G G T T Å( AA Å(T
S D E Nや G S ” E I T A E LQ K G Y KL
1 87 ◎ 18 8◎ 1 8 9 ◎ 19 ◎◎
A A AGA ⊂CG G GTTA A 〔G C ⊂〔ÅT C T A T G G T AAÅA TGÅÅTCA A T ÅA
K D R V I R P S M VK V ” Q
C. o rf3(dnaK)
1 9 3 ◎ 1 9 4 ◎ 19 5 0 19 6 ◎ 19 7.◎ 1 9 8 ◎
A T AA ⊂AG G A G G A A A T A A ⊂A A T GÅG 〔A ÅA ÅT TA T ⊂G GÅÅT T G Å〔TT ÅG GA A 亡ÅA 〔A A Å〔T ⊂
M ～ K I I G 工 D L ら T T ” S
1 9 9 ◎ 2 ◎◎◎ 2 ◎1 ◎ 2 ◎Z◎ 2¢3◎2◎4◎
T G CAG T A G 〔A GT A T T A G A A G G 〔G G ÅG ÅÅG ⊂T ÅÅÅÅTT A T 〔〔〔丁ÅA ⊂⊂⊂ÅGÅÅGG G 〔A (ら
A V Å V L E G G E A K I I P NP E G A R
Z ◎5 ◎ Z ◎6 ◎ Z ◎7 ◎ Z ¢8◎ 2 ◎9 ◎Z l ◎◎
T Å〔ÅA〔AC ⊂T T ⊂T G T A G T T G G TT T 〔ÅÅÅÅÅT G G C GAC G 〔⊂ÅÅG T A GGT GA A G T A G ⊂GA A
T T P ～ V V G F･K ” G E 良Q V ら E V A K
Z ll ◎ Z 1 2 ◎ Z 1 3 ◎ 214 ◎ 2 1 5 ◎ 2 1 6◎
A 〔G T G〔TG〔A A T CA⊂T A A 〔⊂⊂ÅA ÅT A C A ÅTTÅGT T〔〔A TT ÅA Å⊂G T 〔A T ÅT G G G T ÅC T ÅA
R A A I T ” P ” T I S SI K R ” ” G T ”
2 17 ◎ 2 1 & ◎ 2 1 9 ◎ ZZ ◎◎ 2 2 1◎ 2 2 Z ◎
⊂TA T A A A GÅA Å〔A ÅT⊂GA A G GÅÅA AG A T T ÅT T ⊂T 〔C A 〔A ÅGA ÅÅT T A G T G C A ÅT 〔ÅT T TT
Y K E T I E らK D Y ～ Pq E I ～ A エ I L
z 2 3 ◎ 2 Z4◎ 2 Z 5 ◎ 2 2 6 ◎ 2 27 ◎ 2 2 8 ◎
G ⊂AAT A ⊂(TA AÅAÅG TÅTG⊂A GÅÅG Å〔T Å⊂CT T GG C G A A A 〔T GT A GA T ÅAA ⊂ TT
q Y L K ～Y A E D Y L G E T V D K Å V 工
z z9 ◎ Z3◎◎ Z 3 1 ◎ 2 3 2 ◎ 23 3◎ 234 ◎
〔A ⊂A GT⊂⊂⊂A G ⊂T T Å⊂T T ( AA T GA T G 〔A ⊂ÅÅ〔GT CA A G ⊂ÅÅ〔AÅA ÅGÅ〔 CT G GT A ÅA ÅT
T V P A Y ド N D Åq R q Å T K D Å G K I
2 3 5 ◎ Z 3 6 ◎ 2 3 7 ◎ Z 3 8◎ Z 39 ◎ 24◎◎
⊂G ⊂T G G T ⊂T T GAA G T A G A A ( GT ÅT TA T ÅA ⊂GA Å⊂CA Å亡TG 〔A G〔ÅG ⊂A 〔T T G 〔T TA 〔G G
A ら L E V E R I I N E P T AÅ Å L Å Y G
53
Z41◎ 2 4 Z ◎ Z 4 3 ◎ Z4 4 ◎ 24 5 ◎ 2 4 6 ◎
TA TG G ATÅA ÅÅ⊂ÅG ÅÅA ⊂A G A ⊂⊂A A Å〔A ÅT T ⊂T A G T ÅT T T GA⊂⊂T G G T G G T G GT A 〔G T T
M D K TE T D Q T I L V F D L6 G G T F
Z4ア◎ 2 4 8 ◎ Z 4 9 ◎ 2 5◎◎ Z 5 1 ◎ Z5 Z◎
T GÅ〔GT A T〔TÅT 〔CT T G A A T T ÅG G T G Å⊂G G C GT ÅT T T G A ÅTA⊂Å⊂ C A Å〔T G ⊂T G GT GA
D V ～ I L E L G D G V ド E V H～ T Å G D
Z 5 3 ◎ Z5 4 ◎ Z 5 5 ◎ Z 5 6 ◎ Z5 7 ◎ 25 8◎
⊂AA T GA A TT ÅG G TG GA ÅT G A ⊂T T ⊂GÅT ÅÅA ÅA ÅA T 〔ÅT ⊂G A 〔TA 〔TÅGTA G 〔AG A A T T
N E L G G D F D K K I I D Y L V AE F
2 5 9 ◎ 26 ◎◎ Z 6 1 ◎ 2 6 Z ◎ 2 63 ◎ Z 6 4 ◎
(AA AAAAGA ⊂A A T GGTA TTG A ⊂T T A ÅG 〔⊂ÅA G A T A A A A T G G 〔A ⊂TT 〔A A ⊂G T T TGA AGA
K K D ” G ID L ～ Q D K 弼 A LQ R L K D
Z 6 5 ◎ Z 6 6 ◎ 2 6 7 ◎ 2 6 8 ◎ 2 6 9 ◎ 2 7◎◎
T G ⊂AG 〔T GÅAÅA ÅG〔G A ÅÅÅA A GÅT 〔T T TT T G G T G T A Å⊂ÅA G 〔Å〔A 〔A A A T 〔T ⊂⊂T TA ⊂〔
A A E K AK K D L F G V T ～T q 工 S L P
Z ア1 ◎ Z 7Z¢ 2 7 3 ◎ Z アヰ◎ Z ア5 ◎ Z76 ◎
ATTTAT ⊂A⊂A G ⊂T G G G G A ÅG(T GG T ⊂⊂Å⊂T T 〔Å⊂T T ÅG ÅÅG T ÅÅ⊂⊂⊂T TÅ T 〔G T G ⊂T A A
F I T A G E A らP L H L E V T し T RA K
27 7 ◎ 2 7 8 ◎ 2 79◎ 2 8 ◎◎ 2 81◎ 2 8 2 ◎
AT T T GA T GÅA 〔T A A 〔Å〔A T G A C T T A GT TGAÅ〔 TÅ⊂T ÅT T G ⊂G 〔⊂A Å〔T 〔G T ⊂ÅAG 〔AT T
F D E L T H D L V ER T I Å P T RQ A L
Z 8 3 ◎ Z 8 4 ◎ Z85◎ Z 8 6 ◎ Z 8 7 ◎ Z 8 8 ◎
A ÅAA G ÅT G ⊂AA Å〔〔T ÅT ( T G 〔A ÅG⊂GA T ÅT TGÅ〔〔A A GT ÅÅT T C T A GT T G G T G G A T 〔T A ⊂
K D A N L S A S D I DQ V I L V G G S T
Z 89 ◎ 29 ◎◎ 29 1◎ 29 2 ◎ Z9 3 ◎ Z 9 4 ◎
T〔G TAT T 〔〔T G 〔A GT T 〔A A GAA A ⊂A A T 〔AÅA A ÅAGAAT T A G G 〔A A ÅGA A ⊂⊂丁〔ÅT AA A G G
R I P Å Vq E T I K K E LG K E P H K G
29 5 ◎ 29 6 ◎ 2 9 7 ◎ 29 8 ◎ 29 9 ◎ 3 ◎◎◎
T G T A ÅÅ⊂C ÅGAT G ÅAGT T GT A G 〔A ÅT G G G T G 〔T G 〔ÅA T T ⊂A A GG T G G ⊂GT A AT ⊂Å〔T G G
V ” P D E V V A M G A A IQ G G V IT G
3 ◎1 ◎ 3 ◎Z ◎ 3 ◎3 ◎ 3 ◎4 ◎ 3 ◎5◎ 3 ◎6 ◎
T GAT G T A AA G A 〔G T T G TÅCT A ⊂T T GA 〔G T ÅÅ〔T 〔〔A T T A T 〔C ⊂T T G G T ATTGÅAÅ〔AAT
D V K D V V LL D V T P L S L G I ET M
3 匂7 ◎ 308◎ 3 ◎9 ◎ 3 1 ◎◎ 3 1 1 ◎ 3 1 2 ◎
G G G T G G 〔G T T A T G Å⊂T ACÅCT ÅT亡G ÅA 〔G T ÅA T Å〔ÅÅ〔T ÅT ⊂〔⊂ÅÅ〔ÅT ⊂T ÅT ⊂A ⊂Å
G G V M T T L IE R N T T I P T ～ K ～q
3 1 3 ◎ 3 1 4 ◎ 3 1 5 ◎ 3 1 6◎ 3 1 7 ◎ 3 18 ◎
ÅÅ⊂T T T ( T ⊂T A ⊂A G ⊂ÅGCT GÅT ÅA ( C A Å〔⊂ÅG 〔〔G T A G ÅT A T T 〔A T G T Å〔T T CA AGGTGÅ
T ド S T Å A D Nq P A V D I H V Lq G E
ヨ1 9 ◎ 3 Z◎◎ 3 Z l ◎ 3 Z Z ◎ 3 Z 3 ◎ 3 Z4 ◎
ÅC G T 〔〔AAT G G ⊂ÅA A A G A 〔A A 〔A A AÅ⊂A T T A G G T ⊂G T T T 〔⊂A ÅT T A G 〔G G A T A T T 〔〔G 〔〔
R P ” A K D ” K T LG R F Q L A D I P P
3 2 5 ◎ 3 Z 6 ◎ 3 2 7 ◎ 3 Z 8 ◎ 3 2 9 ◎ 3 3 ◎◎
ÅG ⊂A〔⊂A ⊂G ⊂G G A ÅT 〔⊂〔T 〔A A ÅT ( GÅAGTA T 〔 T T T G A T ÅT 〔GA CÅÅÅA A T G G T A T ⊂GT
A P R G I PQ I E V ～ F D I D K ” G I V
3 3 1 ◎ 3 3 Z ◎ 33 3 ◎ 3 3 4 ◎ 3 3 5 ◎ 3 3 6◎
A A ⊂A GT T ⊂G ⊂G ⊂GA ÅA GÅ⊂( T T GGA A ⊂T GGTA ÅA G ÅÅ⊂A ÅA Å〔A T T G T TÅT T A A ÅT 〔T T C
T V R A K D L G T GK E q N I V I K ～ ～
3 3 7◎ 3 3 8 ◎ 3 39 ◎ 3 ヰ◎◎ 3 4 1 ◎ 3 ヰZ ◎
T T 〔AG GT T T A ÅCÅG A 〔G ÅA G A A ÅT T GÅA A ÅA ÅTG T T C ÅÅG ÅT G ⊂T GÅA G ⊂T A A T G ⊂T GÅ
～ G L T D E E 工 E K M Vq D A E A N A E
34 30 3 4 4 0 345 ◎ 3 4 6 ◎ 347 ◎ 3 4 8◎
A G AGA T A AA A GÅA〔AA A GAA A A ⊂G (T GÅA ⊂TT 〔G 〔A Å〔A A T G(A GA⊂〔AATTAG T A T T
E D K K N K E N Å E L R N N A Dq L V ド
349 ◎ 3 5 ◎◎ 35 1◎ 3 5 Z ◎ 3 5 3 ◎ 3 54◎
〔A〔T GT A GATAA A A ⊂T T T G ÅÅA G ÅA T TAGÅA G G ⊂A AA G T T G ÅÅGAA GA A GA A G T G ÅÅÅA A
T V D KT L K E L E G K V E E E E V KK
54
3 5 5 ◎ 3 5 6 ◎ 3 5 ア◎ 3 58 ◎ 3 59 ◎ 3 6◎◎
A G ⊂A GA AG C A G ⊂T 〔G〔GA T G A G 〔T A CA ÅGA ÅG C G CT T A A A G G T G ÅÅGA T TT ⊂GA T G 〔T Å
Å E A Å R D E Lq E A L K ら E D ド D AI
3 6 1◎ 3 6 2 ◎ 3 6 3 ◎ 3 64 ◎ 3 6 5 ◎･ 3 6 6 ◎
T ÅAAG A AA ÅÅ⊂A GAÅA GC TTÅÅA C G AÅ T ⊂G T T C A ÅÅA T ⊂T A T 〔T GT T ÅÅÅTTA A ⊂GA
K E K T E ～ L ” E ‡ VQ ” L S V 冗 LY E
3 67 ◎ 3 6 8◎ 36 9 ◎ 37◎◎ 37 1◎ 3 7 2 ◎
A ⊂A AGC TG CAG CAGA A ⊂A A CAG〔GG(AG G⊂GG〔G 〔AGAÅG GT ⊂AA GÅÅG〔T ⊂CT 〔A A ÅÅ
Q A A A E Q Q A A G G AE G Q E A P Q ”
3 73 ◎ 3 74 ◎ 375◎ 376 ¢ 3 7 ア◎ 3 ア8◎
TGA C G A⊂G T AG TA GA ⊂G CT GAA TTT GÅAG AÅGT AÅÅT GA⊂GA ⊂G A 〔ÅA ÅG A A ÅÅC A AÅT A
D D V V D Å E F E E VN D D D K E N K
D･ o rf4(dnaI)
391◎ 3 9 Z ◎ 3 9 3◎ 3 94◎ 3 9 5 ◎ 3 9 6 ◎
T 〔ÅTG GÅ⊂ÅG G A GT GAT G G ⊂G G ÅT G G〔A A A A ⊂GA GÅT T A 〔T AT GAA G T G 〔T G T AT TT ⊂
M A K R DY Y E V L GI ～
3 9 7 ◎ 3 9 8 ◎ 39 9 ◎ 4 ◎◎◎ 4 ◎1◎ 4 02 ◎
〔AAAAG 〔G 〔C T C A G C G G A 〔G A A ATA AÅ Å ÅG 〔TT A 〔G GÅA A CT GT 〔⊂ÅÅA ⊂ÅGTAT 〔A
K S A ～ A D E I K K Å Y良 K L S Kq Y H
4◎3 ◎ 4 ◎4 ◎ 4 ◎5◎ 4 ◎6 0 4 ◎7◎ 4◎8 ◎
T 〔〔G G Å〔ATÅÅA T ÅA A GAÅG C A G G ⊂G ⊂T GATGA A AATT TAA A GÅÅA T AT(AGA G G (T T A
P D I N K E Å G A D EK F K EI S E A Y
4 ◎9 ◎ 4 1 ◎◎ 41 1◎ ヰ1Z ◎ 4 1 3◎ 4 14 ◎
T GÅÅG ⊂A T T ÅÅGT G Å亡⊂A 〔AÅAA 〔GT G CA(ÅÅT A T GA T ⊂ÅA T ÅT G GG ( A T GT A GA T 〔〔
E Å L ～ D P q K R Å q Y D q Y G H V D P
41 5 ◎ 41 6 ◎ 4 1 7 ◎ 4 1 8◎ 4 19 ◎ ヰ2 ◎◎
A A A C ⊂A A G G ⊂T T ⊂G G 〔G G A G G T G GT G ⊂ÅG GT G G 〔G G ⊂T T T GG 〔G GA G GA G GA T T 〔T ⊂T G G
N q G F G ら G G Å G G G F G G ら G ド S G
4 Z l◎ 4 ZZ ◎ 4 Z 3 ◎ 4 Z4 ◎ ヰ2 5 ◎ 4 Z 6 ◎
A T T T G ÅAGA T ÅT ⊂T T T GA ⊂Å〔A T T C T T C G G T G G ⊂G G ⊂G G G ⊂GT C ÅA (A A GAT〔〔A A Å G 〔
F E D I F D･ T F F G G G G RQ Q D P N A
4Z7◎ 4 Z 8 ◎ 4 2 9 ◎ 4 3 ◎◎ 4 3 1 ◎4 3 之◎
〔〔〔AAGA 〔A A G G TA G ⊂GA T T T A 〔ÅAT Å Å〔A ÅT G ⊂G 〔〔T T AAA T (AÅA G A A G ⊂T A TT T T
P R Q G ～ D L Q Y T M R L KF K E A 工 F
4 3 3◎ 4 3 4 8 4 35 ◎ 4 3 69 4 3 7 ◎ ヰ3 8 0
C G GTAA G GATG 〔AG A ÅAT ⊂GA A ATT 〔⊂T ( GTGÅÅGA ÅÅÅ⊂TGT GA T A 〔ÅT G T 〔Å⊂G G T T C
G K D Å E IE I P 氏 E E N C D T 〔 H G ～
439 ◎ 4 4 ◎◎ 4 41◎ 4 4 2 ◎ 4 4 3◎ 4 4 4 ◎
⊂G G ( G 〔AA A ⊂〔ÅG G GA⊂ÅA 〔A C⊂T G A A A ÅA T GT A G ⊂〔A T T G T G GT GG T A A ÅG G T T C ( ÅT
G A K P G T T P E K ⊂ S H 〔 G G K 伝 S 工
445 ◎ 4 46◎ 4 4 7◎ ヰ4 8 ¢ 4 4 9 ◎ 4 5 ◎¢
T A A ⊂G T G GA Å⊂ÅA A ÅT Å⊂C ⊂〔A T T T G GT 〔GT GT ÅG T T A A T ÅA Å〔G GA 〔ÅT G ⊂( AAT Å〔T G
N V E q N T P F G R V V N K R T 〔q Y ⊂
4 51 0 45Z ◎ 4 5 3 ◎ 4 5 4 ◎ 4 5 5 ◎ 4 5 60
TAAT GGT A〔T G GT ÅA ÅGA A A T ⊂A A A GA G ÅÅAT G ( 〔〔A A (T T G T ⊂A 〔G GT A ÅÅG G 〔〔GT GT
N G T G K E I K
･ E K ⊂ P T 〔 H G K G R V
45 7 ◎ 4 5 8 ◎ 4 5 9 ◎ 4 6 ◎◎ ヰ6 1 ◎4 6 Z◎
AA 〔TAA A A ⊂GAA A A A A A T ⊂A ÅA G T G A ÅÅG T T ⊂〔ÅG 〔T G G ⊂GT G ÅÅ⊂GÅ⊂ G 〔A A ⊂A ÅA T
T K T K K I K V K V P A G V ND G q q M
4 6 3 ◎ 46 4 ◎ 4 6 5 ◎ 4 6 6 ◎ 4 6 7 ◎ ヰ6 8 ◎
G ⊂G T G T A T ⊂T G GT GA ÅG GA GÅA G⊂T G G T A T T ÅA 〔G G C G GÅ〔⊂T A A〔G G A T T T A T ÅT GT
R V ～ G E ら E Å G エ N G GP N G D L Y V
46 9 ◎ 4 7◎◎ ヰ7 1◎ 4 7 2◎ 4 7 3 ◎ 4 7 4 ◎
G G T GTT T GT〔GT T A TT( 〔ÅGA T GA G TT T ( GA Å〔G T G ÅA G (A GA 〔GÅT A T T T A ( G T ÅG A
V F V V I P D E Fド E R E Å D D I Y V E
55
4 7 5◎ 4 7 6 ◎ 4 7 7◎ 4 7 8◎ ヰ79 ◎ 4 8 ◎◎
A GT 〔〔〔A A T (A (A T T T G T Å〔ÅA G ⊂TA〔AT T ÅGTGA 〔GÅA ÅT T GÅT GT G ( ⊂ÅÅ〔T G T T 〔Å
V P I T F Vq A T L G D E I D V P T V ”
4 8 1◎ 4 8 2 ◎ 4 8 3 ◎ 4 84◎ 4 8 5 ◎ 4 8 6 ◎
⊂G GT ÅAÅGT T ( GT T T G ÅÅÅA T T 〔⊂AÅG T G G T A CT⊂ A ACÅGGÅÅ⊂A A 〔T T T 〔( G ⊂T T Å⊂G
G K V 氏 L K 工 P ～ GT q T G T T ド R L R
4 8 7 ◎ 4 8 8 ◎ ヰ8 9 ◎ 4 9 ◎◎ 4 9 1 ◎ ヰ9 2 ◎
T G G T A ÅA G G ( G T G ⊂C G 〔ÅT〔T T 〔G A GGA AÅT G GAA 〔T G G 〔G A 〔⊂AA⊂ÅT G T A A T ⊂G T 〔ÅÅ
G K G V P H L R GN G T ら D q H V I V K
4 9 3 ¢ 49 4 ◎ 49 5◎ 4 9 6 ◎ 4 9 7 ◎ 49 8◎
ÅGT〔A T 〔GT T ( ⊂GA A A A A A ⊂T A G A T G A T ÅA A ⊂AAÅ G A ÅT ⊂T T G ( G A G AÅT T T G ⊂TT ⊂
V I V P K K L D D Kq K E I L R EF Å S
4 9 9 ◎ 5◎◎◎ 5 ◎1◎ 5 ◎Z◎ 5 ◎3 ◎ 5 ◎4 ◎
⊂A 〔T A 〔T G G A G A ⊂A AAGT A GÅ〔G ÅÅ⊂ÅA Å⊂⊂T ⊂⊂G GÅT T T T T T G A 〔ÅÅA ATGAAA〔GA G 〔
T T G D K V D EQ T S G F FID K ” K R A
5◎5◎ 5 ◎6 ◎ 5 ◎7 ◎ 5◎8 ◎ 5 ◎9 ◎ 51◎◎
TT T T ÅA ÅG G ( GA T T GA T G A A 〔GT ÅGÅG GT ⊂GÅT A G T T G T G ⊂A A GAÅG〔AA⊂C AT ⊂GA ⊂ T
F K ら D
E. orf5(orf35)
5 1 1 ◎ 5 1 Z ◎･ 5 1 3 ◎ 5 14◎ 5 1 5 ◎ 5 1 6 ◎
T T T ( TA〔ÅT Å〔T ÅÅA G G A G T GT T GÅA ÅÅAT G GA AT GG T 〔ÅG ÅA GTÅGAA G T ⊂⊂A T A ⊂T A ⊂
M E W ～ E V E V H T T
5 1 ア◎ 5 1 8 ◎ 5 19◎ 5 Z ◎◎ 5 Z l ◎ 5 Z Z ◎
G AA T G A ÅG CG T G G A G ⊂( A G T T G ⊂GÅÅ T T T TAA 〔ÅG ÅA T T T G G ⊂G ⊂ÅG ⊂GG G ⊂G TAT ⊂
N E A V E PV A N V L T E ド ら A A G V ら
5 Z 3 ◎ 5 24 ◎ 5 Z 5 ◎ 5 Z 6 ◎ 5 Z 7 ◎ 5 2 8◎
ÅA T T G A A G ÅT G T ÅG ( ÅGÅT T T T T T ÅCGT G A G ( G 〔G A ÅG ÅT A A A T T T G G ÅG A A A T T T ÅTG 〔
I E D V Å D ド L R E 良 E D K ド G E I YÅ
5Z9◎ 5 3 ◎◎ 5 3 1 ◎ 5 3 2◎ 5 3 3 ◎ 5 34◎
G 〔T T ÅG Å〔GÅ A A G ÅT T ÅT ⊂⊂ÅG ÅA G A T G G ⊂G T CA T ⊂A T T A AÅG C T T A T T ⊂T T ÅÅAA A ⊂
L R 良 E D Y P E D GV I I K Å Y F L K T
5 3 5◎ 5 3 6 ◎ 5 37 ◎ 5 3 8 ◎ 5 39 ◎ 5 4 ◎◎
ÅA ⊂⊂GÅÅT TT G T 〔GÅG ⊂ÅÅÅT ⊂〔⊂ÅG ÅA A T 〔G AA ⊂ÅA A CAT T G ÅA A AÅT ⊂T 〔ÅG ⊂A ⊂G T T
T E ド V E q I P E I Eq T L K N L ～T ド
5 4 1 ◎ 5 4 2 ◎ 5 4 3 ¢ 5 4 4 ◎ 545 ◎ 5 4 6 ◎
T G A T A T T ⊂⊂G 〔TA G 〔A A G T T ⊂〔A A TT T G T T G T A A A T G A T GT G GA 〔GA T G A G GA G
D ‡ P L G K ド q F V V N D V D D E EW A
s 4 7 ◎ 5 4 8◎ 5 4 9 ◎ 5 5 ◎◎ 5 51◎ 5 5 2 ◎
TA⊂T G 〔GT G G AA A A A T A CT A T CA T ⊂〔A G T T ⊂ÅÅA T 〔A 〔AGA ⊂〔G TA⊂A⊂G A T T G T ⊂⊂⊂
T A W K K Y Y H PV Q I T D R IT I V P
5 5 3 ◎ 5 54◎ 5 5 5 ◎ 5 5 6 ◎ 5 57 ◎ 5 5 8◎
ÅA G T T G G G ÅÅT C A T A 〔A ⊂A ( ⊂C T 〔T G 〔T ÅÅC G A A A T A A T CA T T G A G CT T G ÅT 〔〔AG GA ÅT
S W E S Y T P ～ A ” E I II E L D P ら M
5 5 9 ◎ 5 6 ◎◎ 5 6 1 ◎ 5 62◎ 5 6 3 ◎ 5 6 4 ◎
GGCT T T〔G G T Å〔A G G GA ⊂A (A ⊂⊂〔G A ⊂A Å〔Å⊂ÅÅ⊂TTT G T A TTC G T G ⊂A ⊂T G A G 〔A ATT A
A ド G T G T H P T Tq L ⊂ I R Å L ～ N Y
5 6 5◎ 5 6 6 ◎ 5 6 7 ◎ 5 6 8 ◎ 56 9 ◎ 57◎◎
TT TÅ〔A A ⊂⊂A G G G GA T GÅA G T C A T T G A 〔GT TG G A 〔G G T T ⊂G G GT GT 〔T TA AG TAT 〔G 〔
L q P G D E V I,
D V G T G S G V L ～ I A
5 ア1 ◎ 5 7 Z ◎ 57 3 ◎ 5 7 4 ◎ 575 ◎ 5 7 6 ◎
⊂A GT G 〔⊂A A Å〔TA G G A G ⊂TÅA A T 〔TAT T T T A G 〔ÅÅ〔ÅG A ⊂⊂T ⊂GA C GA ÅÅT T G ⊂⊂Å〔T 〔G
s A K L G AK ～ I L A T D LD E I A T R
5 7 ア◎ 57 8¢ 5 ア9 ◎ 5 8 ◎◎ 5 8 1 ◎ S 8Z ◎
T G ⊂ÅG ⊂A G AAG A A ÅATÅT T A ⊂T T TÅA AT AA A 〔A G ÅA ⊂A ⊂A T TÅTT A ⊂T G T AAA 〔A A ÅÅ
A Å E E N I T LN K T E H I I TV K q N
56
5 8 3◎ 5 84 ◎ 58 ◎ 5 86◎ 5 8 7 ◎ 5 8
'
8◎
T AAT 〔TA ⊂T T⊂AA GAT A T TAÅ⊂A A A〔AÅATGT ÅGAT ÅT T GT T G T C G ⊂ÅA Å〔AT T TT ÅG 〔
N L L Q D I ” K T ” V D I V V A ” I LLA
5 8 9 ◎ 59 ◎◎ 591◎ 5 9 2◎ 5 9 3 ◎･ 59 4 ◎
G GAG TTAT TTT A ⊂T TT T〔CCAGA ÅGÅTGT T T ÅT ÅA A G 〔Å〔T A ÅA 〔〔A G G 〔G G G GT T T T
E V エ L L F P E D V Y K Å L K ド G G V F
595 ◎ 5 9 6 ◎ 5 9 7 ◎ 5 9 8 ◎ 5 9 9 ◎ 6 ◎◎◎
〔ÅTTG〔TT⊂〔G GAA T TAT T G ÅÅGÅ〔ÅÅA G ⊂G A ÅÅG T ÅG T C G AÅGA A G ⊂A 〔T T A ÅÅÅA T G ⊂
I A ～ ら I I E D 紘 A K V V E E A L K N Å
6 ◎1 ◎ 6 ◎Z ◎ 6 ◎3 ◎ 6 ◎ヰ◎ 6 ◎5 ◎ 6 ◎6 ¢
T G GA〔T TAT T ÅT T G A A ÅÅAÅT G GÅG ⊂A Å⊂ÅA G GG GÅT T G G GT T G C GA T T A T T T 〔C ÅÅA C G
G L I I E K M EQ Q G D ” V A I I ～ K R
6 ◎7 ◎ 6 ◎8 ◎ 6◎9 ◎ 6 1◎◎ 6 1 1◎ 6 1 Z ◎
A G G A GT G AT A A AT
G V E
F. orf6(orf29)
6 ◎7 ◎ 6 ◎8 ◎ 6(歩9◎ 6 1◎◎ 6 1 1 ◎ 6 1 Z◎
A G G A G T GGA AT A A A T G ⊂A G ( GT TÅT T GT A A ⊂ÅT C T GÅG ⊂T A G A G AÅT G ÅTÅA C GÅT Å⊂
G V E ” Q R Y F V T S E L E ” D N D T
6 1 3◎ 614 ◎ 6 1 5 ◎ 6 1 6 ◎ 6 1 7 ◎ 6 1 8 ◎
A〔T GG ⊂⊂AT T A ⊂A G G A GA AA TT TC〔ÅT〔ÅT ÅT T G 亡Å〔GT GT A ÅT G⊂G G A T G A A ÅG ÅA T C
L A I T G E ” F ” ” I A R V ” 良 M K E ～
619 ◎ 6 Z ◎◎ 6 Z l◎ 6 Z Z ◎ 6 Z 3 ◎ 6 Z 4 ◎
⊂GA〔⊂ÅAGT T T T〔A TT GT TT T ⊂CC G A G 〔ÅÅÅA ÅA A C A T G (A T 〔G ⊂T G 〔T A T T A ( G G〔ÅÅT
D q V F 工 V ド P ～ K K T 〔 Ⅰ Å A IT A I
6 2 5 ◎ 6 Z 6 ◎ 6 Z 7 ◎ 6 2 8 ◎ 6 Z 9 ◎6 3 匂◎
ÅAAT G A G GÅA GAG G T ÅTT AT T A A ÅT T T ÅGT GÅÅA T G G ⊂TG ÅÅ ÅÅGÅT Å〔〔GÅÅT T G C C
N E E E V L L ” L VK W L E E D T E L P
6 31◎ 6 3 Z ◎ 6 3 3 ◎ 634 ¢ 6?5 ◎ 6 3 6 ◎
TÅTTG A A A T ⊂A ⊂⊂A T C G 〔G ÅG ( G GT 〔T A⊂⊂AÅAAG G 〔GÅC ÅA Å⊂T A GA A 〔T 〔ÅT 〔A T T 〔A
I E I T I A S GL P K G D K L E L I ILQ
6 3 7 ◎ 63 8 ◎ 63 9◎ 64 ◎◎ 64 1◎ 64Z ◎
A ÅAAA GT A ⊂A GAA⊂T A G G ⊂G ⊂A ⊂A ⊂A A AT T T A T ⊂T C ⊂T ÅT ÅA ÅG 〔ÅG A A 〔G AT ⊂T GT G GT
K S T E L G A ”K ド I ～ Y K Å E R ～ V V
643() 644◎ 6 4 5 ◎ 6 4 6 ◎ 6 4 ア◎ 648◎
GAAA TG G GAT GA⊂AÅG AÅÅGT 〔ÅT ⊂ÅA ÅA ÅA ÅT T G ÅG ⊂G Å⊂T T ⊂ÅÅÅA ÅÅT T G 〔G 〔ÅAGA
K ” D D K KV I K K- I E 良
.
L Q K I A Q E
64 9◎ 6 5 ◎◎ 6 5 1◎ 6 5 Z ◎ 6 5 3◎ 6 54◎
ÅG ⊂T G 〔TGAA〔A A T ⊂G 〔A 〔ÅG GA ⊂ÅÅT ⊂A T T ⊂C ÅG ÅA G T T (ÅT TT G 〔 G 〔 AG T T ⊂AA
A Å E q ～ H R T I I P E V H YA Å S F K
6 55 ◎ 6 5 6 ◎ 6 5 7◎ 6 5 8 ◎65 9◎ 6 6 ◎◎
A G A G T TAA (3TT T G G ⊂⊂A T G T T ⊂A( A T GA ⊂T T T G T T A T 〔G ⊂T G 〔AATGA A GA GA G 〔G ⊂
E L ” F G H V ” Y D F V IA A Y E E S A
6 6 1 ◎ 6 6 2 ◎ 6 6 3◎ 66 4 ◎ 6 6 5 ◎ 6 6 6◎
⊂AGAGAAGG( GÅG G A T ÅG T G ⊂Å〔T T G ⊂〔A G 〔T T A TT T 〔ÅÅ ⊂ÅAT GA A G 亡CT G GÅ〔A T ⊂
R E G E D ら A L A S LF Q T ” K P GQ S
6 6 7 0 6 6 8(ら 6 6 9 ◎ 6 7◎◎ 6 7 1 ◎ 6 7 2◎
TGTTT T GT GT A T TTT T G GA C ⊂ÅG ÅG G G ⊂G G ⊂AT TA GT GÅAÅÅÅGA G ⊂T A T T G 〔T T ⊂TT GÅ
v L 〔 I ド G P E G G I ～ E K E･L L L LE
6 7 3 ◎ 6 7 4 ◎ 675◎ 6 7 6 ◎ 6 7 7 ◎ 6 7 8 ◎
ÅGA AG 〔GA A⊂G 〔AA A A〔T T G ⊂C G GÅ⊂T⊂GG 〔⊂CAAG ÅÅT T TT ÅÅGA(ÅGÅÅA〔TG 〔T ( 〔
E A N A K L A GL G P R I L R TE T Å P
679 ◎ 6 8◎◎ 6 8 1 ◎ 6 8 2 ◎ 6 8 3◎ 6 & 4 ◎
G (T ⊂T A T GTATTA T ⊂ÅG ⊂TG CT T ⊂T T T ⊂丁ÅT T T T GA ⊂( T T T A ⊂ÅAAAA A A A ÅT 〔GT T A
L Y V L ～ A A ～ ド Y ド D L YK N K N R
A CATT
57
G･ o rf7(orf7)
7 ◎3 ◎ 7 ◎4 7 ◎5 ◎ 7 ◎6 7 ¢7 ◎ 7 ◎8 ◎
G GÅG G GA G G GA ÅÅGÅGA G A T G T 〔ÅA ÅA A ⊂A G T ÅGT T ⊂GT AA A Å〔G ÅÅT 〔G ⊂T T G A A G A T
糾 S K T V V RK ” E S L E D
7 ◎9 ◎ 7 1 ◎◎ 7 1 1 ◎ 7 1 2◎ 7 1 3 ◎ 7 1 4 ◎
G ⊂T〔T T 〔GT〔G 〔TT T ÅAA ⊂G T A 〔T GT T T ⊂〔ÅÅÅA G T GG A ⊂TT TG 〔ÅA G A ÅT 〔〔A GA ÅG
A L R 良 ド K 氏 T V ～ K S G TL q E ～ R K
715◎ 7 1 6 ◎ 7 1 7 ◎ 7 1 8◎ 71 9 ◎ 7 Z ◎◎
( G C GA AT T T TA TGAAAÅA 亡⊂A A G亡G T ÅA A Å( G T AA G AA A A A A T 〔⊂GAG ⊂ÅG (AA G A A A
R E ド Y E K P S V K R K K K ～ EA A R K
721◎ 7 2 Z ◎
( G CA A T T〔TÅATT A A A A G G ⊂G
R 冗 ド
H･ orf8(orf1 7)
7 Z l◎ 7 Z 2 ◎ アZ 3◎ 7Z 4 ◎ 7Z 5◎ 7 2 6 ◎
⊂G 〔A A T T 〔T ÅA T T A ÅAA G G 〔GA TGÅT TT 〔GT T GÅ〔A C T G ⊂T T G Å〔A A GT T A A A T G ÅÅG A
M I S L T L L D K L ” E D
7 Z 7◎ 7 Z 8 ◎･ 7Z 9◎ 7 3 ◎◎ 7 3 1◎ ア3 Z ◎
T A T GAA A ⊂A ÅG ⊂GA T G 〔G ⊂GA T A AA G ÅG A ÅA GA ÅA A A ⊂T T T 〔〔G T T ÅT T ⊂G TA T GT TA A A
M K q A ” R D K EK E K L ～ V I R ” L K
7 3 3 ◎ ･ 734◎ 7 3 5◎ 73 6◎ 7 3 7◎ 7 3 8 ◎
A G ⊂AG 〔T T TA〔A A ÅA 〔GAAG (AA T T 〔Å⊂〔A ÅGGTGTGÅA A G A T 〔T T A 〔T 〔〔G G A T GA T G Å
A A L q N E A エ Hq ら V K D LT P D D E
7 3 9 ◎ 7 4 ¢◎ ア4 1 ◎ 74Z◎ ア4 3 ◎ 7 4 ヰ◎
A GT AA〔⊂G T G A T T T 〔〔〔G 〔GA A ⊂T ⊂ÅÅA ⊂ÅÅ〔G ⊂ÅG ÅG ÅT T ⊂T ⊂T ÅG⊂ÅG AG TT GA CÅA
V T V 工 S R E L Kq R 良 D ～ L A E FD K
745 ◎ 7 4 6 ◎ 7 4 7 ◎ 7 4 8◎ 7 49◎ ア5◎◎
AG 〔TG G A 〔G TAG 〔G Å〔〔T T T ( T G ÅT ÅÅÅG T C 〔GT T 〔⊂G ÅGÅTT G T 〔ÅT T G TG GÅ GÅ〔 Å
A ら 良 ら D L ～ D K V 良 ～ E I V I V E DY
751◎ ア5 Z ◎ 7 5 3 ◎ 7 5 4◎ 7 5 5 ◎ 75 6 ◎
〔G 〔G 〔〔A A〔AA T TGÅ〔T ( ( T G A ÅG A G 〔T T G A GÅÅT A T T G T G ÅA A GCÅA ⊂T A TC G GA
A P K Q L T P E E L E ” I V K A T I EE
75 7 ◎ 75 8 ◎ 7 5 9 ◎ 7 6 ◎◎ 7 6 1 ◎ 7 6Z ◎
A GTT G G ( G 〔AT T AGT AA AG( T G A T T T ⊂G G 〔ÅA ÅG T ÅA T GT ⊂⊂G ⊂A A T T A T G 〔〔T ÅAA G T
V G A S S K AD F G K V ” S A I ” P K V
7 6 3 ◎ 764 ◎ 7 6 5 ◎ 7 6 6 ◎ 7 6 7 ◎ 76 8 ◎
A AAG G G CAAAG〔T G Å〔GG 〔GGT G ( T G T T ÅA 〔〔ÅÅT T 〔G T A ÅA ÅÅA A T A T 〔T T T 〔ÅT ÅÅA 〔
K G K A D G GA V ” Q F V K K YL S
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oげ5 (Fig. 2-2-2, E) は 945ntの 長さ (nt5129-6071) で あり , 分子量34･8 k Da
の 31 4ア ミノ酸残基をコ - ドして い た . 開始コ ドン の 9 bp 上流にリボソ ー ム 結
合部位が存在した (Fig. 2-2-2, E). こ の アミ ノ酸配列 の検索をお こな っ た と ころ,
B. subtilis の Orf35, S呼hylo c occ u s aur eus の Orf35 お よび c. acetobuo71icum の
orfBとの 相同性が高か っ た 40,6O,6 1)o こ れ らの蛋 白質は E. coli の ribo s o malp-rotein
Lilm ethyltra n sfer as eを コ
- ドする pm2A と相同性が高か っ た ｡
o46 (Fig. 2-2-2, F) は 768ntの 長さ (nt6074-6839) で あり , 分子量28･9 k Da
の 25 5アミ ノ酸残基をコ ー ドして い た ｡ 開始コ ドンの 8 bp 上流 にリボソ ー ム 結
合部位が存在した (Fig. 2-2-2, F)o Orf29と命名した こ の 蛋白質 の アミ ノ酸配列
は, B. s ubtilLy の 伽f2861), さ らに E. c oliの 分子量 29. 6k Da の YggJ と相同性が高
か っ た (s w is s P R m･ Rel･ 30).
o47(Fig. 2-2-2, G)は 174ntの長さ (nt7039-7 210)で あり, 分子量 6･9 k Da の 57
ア ミ ノ 酸残基をコ ー ドして い たo こ の 蛋白質を αf 7と命名し, ア ミ ノ酸配列
の検索を sw IS S P RO T. (Rel. 3 0)に よ っ て 行 っ た と こ ろ , B･ subtilLs の 30S
ribo s o m alpr oteinS 2 1と 87.3%の ide ntityが認め られた
56)
o
oげ8(Fig. 2- 212, 琵) は 45 6ntの 長さ (nt7223-7 676) で あり , 分子量16･ 8 k Da
の 151アミノ酸残基をコ ー ドして いた . 開始コ ドン の 8 bp 上流にリボ) - ム結
合部位が存在した. こ の 蛋白質を orf 1 7と命名し, s ⅦS S P R O T. Reユ. 30によ っ
て ア ミ ノ酸配列 の検索を行 っ たところ Salm o n ella typhim un
.
u m の転写制御蛋白質
で ある TstD およびp boP と の相同性が高い こ とが明らかとな っ た ｡
次に こ れらの o4間の 構造からプロ モ ー タ ー に相当する配列を検索し, 結果 を
(Fig. 2-2-3) に示 した ｡ hra4 の上流に 171nt地点か ら始まる -35 box に相当する
配列 で ある 5, -T T G A C Tと, 194nt 地点か ら始まる -1 0bo xに相当する配列で ある
5, _ TA A A T Tが存在した o これ らの配列 の 間隔は 17ntで あり, こ の 構造はグラム
陽性菌 の プロ モ ー タ - に共通 した配列で ある こ とか ら , これ を p lと した(Fig･
2-2-3
,
Fig. 2-2-6). ま た , こ の 推定されたプロ モ
ー タ ー と 開始 コ ド ンの 間に は
加 erted r epeat(IR)構造が存在した(Fig. 2-2-3)｡ こ の 構造 は数種の細菌で報告さ
れて い る dnaK や groE オ ペ ロ ンの 制御部位に ある CIR C E(Co ntrolling in v erted
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Repe at ofC haper o n eExpr es sio n)elem e ntの 共通配列
5 6,6 2･6 3)と 1bp の み の 違い しかな
い こ とか ら CIR C Eele m e ntで ある と考えられた(Table 2-2-2).
Table 2-2-2･ Co mparis o n ofsequ e n c es at theCIR C Eele m ent･
Ba cterialspecie s Ge n e/oper o n CIR C Es equ e n c e s
L 由teria m o n ocytogen es dnaK TT AQCA C T T N9 G A GT QC T AA
Bαcillus subtil由 dn aK TTA ∝A CT CN 9 GA G T GCTAA
gr oES L TT A QC A CT C N9 (斡G r GC T A A
Clo strd iu m a cetobutylic um dn aK T T A G C A CT C N9 GAGT Q C T A A
gT10E SL T T A G C A CT C N9 GAGT G C T A A
Lacto c occushw 血 dn aK T T A G C A CT T N 9G A (汀Q C T A A
g710E S L T T A GCA T C N 9G A (汀QC T A A
dnaI TTA QC A C T CN9 GA〔汀QC TAA
S呼hyloc o cus m L71euS dn aK T T A GC A CT T N9 GA GT ∝ T A A
gT10ESL T T A QC A CT C N9 G A GT G C T A A
Mycobacte rium bo vLs B C G gT10E S CT A Q CA CT C N9 G へG T G C T A A
gllOEL CT T G CA T C N9 G へG T G C T A A
Myc oba cte riu mlepTTa e gllbES L l cTAQ C A CTc N 9 G A GT GC T A
gT10E L 2 A TT GC A C T C N9 GA GT GC TA A
Myc obacten
'
u m tube[culo sLs groE S L l CT A QC A CT C N9 G A(罰
‾
G CT A G
gp10EL 2 CT T G CA CT C N9 G A G T Q CT AA
Strept omyc es coelic olor
A 3(2)
gT10ES L l T T 桜Ⅹ:A CT C N9 GA∈汀G CT A A
gT10EL 2 CT T G C A CT C N9 G A GT Q C T A A
Myc opla m apne um onia e dnaK T TAG C A CT C N 9 A A G T GAT A A
dual T T A A C A C T C N9 AA GTGC T A A
Chhmydia 地 o matLs dn aK CTAQC A C T C N9 GAGC G CTA A
Co m s e n叩S S equ e nC e T T A QC A CT C N9 GAG r Q C TAA
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1紛 2物 ZZO Z40 269
_ -G TGTm CGG m GGTGGAATTGmlGGIA Ak mATA⊂TT qXT n AGCAC E GA⊂GTTATGGAG m GAG qGATT
IGCTAIGTTAACAGAAAGAC T
-35 - 1¢ Sl > 》 >>> >> >CI R(E < <<< << < <i. D. T E'R Q
z80 1ユ2◎ 1140 11館 山紛
ACTTTGA mCCGT CCATCATC- - - - - - 1 一銭r】玉払G17rTCAT
‾
訊CAGCGA〔G R n ATAJTGCTG CGAA⊂GTGTTGGCGGTATCGTAOTCCTAGGGC⊂CACAAGA
L L I ド R A I I . . ‥ ‥ D ⊂ S I エ T A T Y NI A G E R V GG I VL L G P T R
-35 -1◎
1ZQ9 1Z20 ヱ40 氾鋤 1280 旭 姶
ATGGAA17rrAGCAGATGATGGGACTCGTTGATGTAA1
･
GAG TCGAGAm AAC( bTGTGTTAACCAAACrTATCGTGATAA(CAAAATTAGGAGGCTGAAAAAGCTA
M E Y ～ 良 M ” G L V D V M ～ 良 D L T D VL T K L Y 良 D ”Q ”
'
1320 1タ拘 13 紛 1卿 旭ZO
A 釘¶ 払GGAGGTGGCAAATGTCTGAGAAAAAGAACAAAA GAAAGA- - - - - - - -
-
-
- -TCTATGGTAAAAGTGAATCAATAAAAATAATTACTGAATAACAG
SZ ～.D . V ～ E 冗 K ” K K E R
朋 19i諭
S M ∀ K ∀ N Q *
3769 378◎ 3BeXa
GAG MTAACAATGAGCAAA11甘托GGAA11
･
GAm AGGA- - - - - - - - - - - - - -- 払⊂GA⊂駄(AAAGAAAAC AATAAT m AAGGTAAGGATAACGAGTCA
～. D. M S K I I G I D Lら
3 肋 384◎ 3860
D D D K E N K* >>> >> >>> >>
3880 39 ㈱ 3920
AAGTCTAGTGGC m GACT
･
rT11W CTGAA TAAAGrr m CAACTCTCT T CAAATGllACA qA( … GGAUATAAAAAT U ATCATGGACAGG&GrGATGGC
> 抄 > < < くくくく<< < << << - 35 - 1◎ S3 S･D ･
T 1
3940 5040 5㈱ 5080
GGAlGGCAAAA(GA& TTACTm 6AAGllGm - - - - - - - - -
- -
- -
- - - - -AA A(GAGCTTTTAAAGGCGTT&TGAA(GTAGAGGTCGAln GTrGTGCAAGAAGCAA⊂⊂
M A K R D Y YE V L ‥ … … . . . ‥ ‥ ‥ . K R A F 紘 らI)
卑 > > >> 7>> >> >>>> < く《
5 1励
TZ
5129 5140 脚 6080
ATCGA⊂OTrTCTACATACTAAAGGAGTGT GAAAAATGGAATGTCA払AGTAGAAGTCCAT CT
- - - - - - - - - - - - - -⊥TCCAAACGAG&GTGGAATAAAT6CAGCT
<< << < << < < S .D ～ E V [ V H T
61紛 6820 6840
～ K R G V E *
68 励 68BO
TA mTGTAACATCTGAGCT7- - - - - - - - - - - - - Crll AC AAAATAA TCm AACAm CAAAGTTTTATACGA AG mGCG41T rCATGTT
IG A⊂GATGCC(GAl
'
Y ド V T ～ E L L Y K” K ” R
*
脚 692 0 6940 6! 棚 6980 7 ㈱
Gl
-
T CGTATATAAm ATGAGTIGAATIG mATCTGCAITAロー 抑 丁汀⊂CGTTAl
lGTCCTA11TCTGAACTTAATW GGATT AAGT
>>> >> >> << < << <<<
T3
Fig･ 2-2-3･ Nu cle otide andaLmino a cids equ e n c es, pote ntialregulatory ele m e n
ts of theL･
m o n ocytoge n esdnaK lo c u s･ Ⅷ e n u cle otide a nd dedu c ed amin o a cids eq
u e n c es of
e a ch 5
'
e nd and each 3' e nd of hr cA, g7PE, dn aK, d72aJ, o435a nd o429 ge n es ar e
detailed. T hededu c ed amino a cids equ e n ce s a re sho w nbelo w the D N As equ e n ce s with
s mgle -letter c ode･
re spe ctiv e 00do n s･
(S hine - Dalgaho)･
Tbe -35 a nd -10
T he tr a n slatio n stop signals ar e m arked by asterisks belo w the
predicted ribo s o m e-binding site s ar e unde rlined a nd labeled asS D
Breaksinthe s equen c eprese nteda rein dic ated byda shed line(
- - -)I
regio n s Of putativ e prom oter s equ e n c esar e u nderlin ed･
n e
tr a n s criptlO n alinitiatio n sites that w ere mapped by pr 皿 er e xte n s
ion ar eunderlined and
de sign ated S l, S2 and S3, r espe ctiv ely･ 血r o whe ads belo
w the D N As equ e nc e sho w
regionsdyad sym m etry. T he CIR C Eele ment
-hke inverted r epe at(se ete xt)isindic ated
with arr o whC ads.
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gzpE の上流に は, 1121nt か ら始まる 5
'
-T r G T AG, が あり , 11 45ntか ら始まる
5' -T A A T A T配列が存在し, それぞれ -10 bo 又と -35 box に相当 した . これ らの 配列
の 間隔は18ntで あ っ た こ とから第2 のプロ モ ー タ ー と推定され p 2とした (Fig.
2- 2-2
,
Fig. 2-2-6). dnaK の上流に は -35/-1 0に相当する プ ロ モ - 夕 … 配列 は存在し
なか っ た ｡ dn aI開始 コ ドンは dn aK 終始 コ ドン の 141nt下流 に位置し, こ の 間に
-35 bo xに相当する 5' - m ACA が存在し , そ の 17nt下流には -10 bo xに相当する
5
'
- T A C A A Tが あり, こ れ らの 構造 か ら第 3 番 の プロ モ ー タ ー (p 3) と推定され
f= (Fig. 2-2-3, Fig. 2- 2- 6)o
o¢ヲ5 お よび o429 の 上流にはプロ モ ー タ ー と推定される配列は存在しなか っ
た ｡ o429 の終止 コ ドン の 1 97nt下流には oげ7 の開始 コ ドンが存在し, そ の 間に
-35 b
.
o xに相当する 5' -T T G A C G, -10 bo xに相当する 5' - T A T A A Tが存在した . こ
れ らの 配列 の 間 の 長さは 1 7nt セあ っ た こ とか ら第 4 のプロ モ - 夕 - (p 4) と推
定された(Fig. 2-2-3, Fig. 2-2-6).
rho -非依存型 の転写終止点 となり得る ste m-1o op を検索したとこ ろ , 4箇所存在
し, Tl, T2, T3, T4と した . Tlは dn aK 終止 コ ドン の下流 3,798か ら 3,837
に位置 して い た ｡ T 2は dnaI と otf3 5 の間 5,064-5,102に存在し, T3は o435と
orf7の 間 6
,
981- 7
,
005 に存在した ｡ さ らに T 4は o41 7の 終止 コ ドン の 下流 ,
7
,
705- 7
,
752に存在した (Fig. 2-2-3)｡
oげ29 の下流には T3が存在し , oげ7 の上流に p4が存在して い る こ と, お よび
oげ29 と o47 の 間 の n o n c od ingr egio nは 20 0 bp と長か っ た こ とか ら, dn aK オ ペ ロ
ン は hr cA -g q)E-dn aK -dn aI- o435- o429 の 6 つ の遺伝子から構成され oげ7 お よび
oTfI 7は独立した転写単位を構成す る と推測された o
墓 _之腰+⊥ 幽 艶捉
推定された dn aK オペ ロ ン の 3 つ のプロ モ ー タ ー pl, P2, P3 の 機能を検討す
るた めに , L. m o n oqtogen es より R N Aを調製し, プライ マ ー 伸長解析を行 っ た .
30℃ で 培養した菌, お よび 45℃で 5分, 10分, 20分間, 高温ス トレス に 曝 し
た菌の total R N Aを調製 し, 実験 の 部方法の項 -20)に従 い , 転写 開始点を決定し
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Fig･ 2-2-4･ P rim er e xte n sio n a n alys es of the L･ m o n o cytoge nes dnaK lo c u s･ Total
R N A(25pg perlan e)fr o mL. m otw qLogetws lO403S gr ow n at30
o
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o
Cfo r5 min
,
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た (Fig. 2-2-4)o そ の 結果 , hr cA の上流に ある Pl のすぐ下流, 207nt地点に転写
開始点, s lが , g7PE の上流にある P 2 の 1 87nt下流 1,221nt地点に S 2が各々検
出された . さ らに dna7 の 57側 p 3 のすぐ下流, 3,885nt地 点に S 3が存在して い
た . これら の 結果から L. m o n o cytogenes の dn aK オペ ロ ン の 転写 は p l, P 2, P 3
の プロ モ ー タ ー の 支配下 に ある こ とが明 らか とな っ た ｡
次に hr cA, gppE, dn aK お よび dnaI 特異的なプロ ー ブを用 い たノ - ザ ンプ ロ
ッ ト解析を実験の部方法 の項 -19)iこ従 っ て行 っ た (Fig. 2-2-5). そ の 結果 , 3 種類
の プロ - ブ全て に共通して , 4.8 kbお よび 3. 6kbの R N Aが ハ イプリダイズし,
熱シ ョ ッ ク によ っ て R N A量 が増加したo こ れらの 結果および推定された転写単
位 の サ イズから 4.8 kb転写物 は p lか らの 転写 に よ っ て 生成.した hr cA -gppE-
dnaK-dna7の 転写産物で あると考えられた o また, dnaI特異的なプロ ー ブを用 い
た場合, 4.8 kbの R N Aの みが検出された こ とか ら, 3.6 kb の R N Aは dn aI を含
まな い hrcA -g q'E-dn aK の転写産物で ある こ とが推定された . dn aI 特異的なプロ
ー ブを用 い た系 で は, 4. 8 kb の他に , 3.7 kbおよび1.1 kb の R N Aが検出され たo
これ ら のサイズ, および推定されたプロ モ ー タ ー , タ ー ミ ネ ー タ ー の 位置か ら,
この 少量 の 3.7kb の R N Aは p 2プロ モ ー タ ー か らの 転写 された gppE-dn aK -dn a7
で ある と推定した . また , 3. 7 kb の転写物は dnaK お よびg7PE 特異的なプロ ー ブ
とハ イプリダイズさせた場合, 3.6kb の転写物 と重 なり , 検 出で きなか っ たと考
えられ る ｡ 1.1 kb の転写物は , 熱 シ ョ ッ クによ っ て誘導されなか っ た こ とか ら
dn aIか ら転写された m o n o cistr o nic mR N Aで ある と考 え られた ｡
遺伝子 の 塩基配列から, o7f35お よび oq29の 間は離れ てお らず, こ れ らの 遺
伝子 の 上流に はプロ モ - 夕 - と推定される配列も検出され なか っ た こ と か ら ,
dn aK オ ペ ロ ン の 一 部 で あ る と考え られたが , . 上 記 の 結 果 か ら , hrcA-g q)E-
dnaK -dn a7- o435- oif29に相当す るサイズの RNA は検出されなか っ た . また , oq2 9
および o435特異的なプロ ー ブを用 い て ノ ー ザンプロ ッ トの 解析を試みたが , バ
ン ドは検出されなか っ た (data n ot sho w n)o B. s ubtilLs の dnaK オ ペ ロ ン に は 7 つ
の 遺伝子が含まれる ことが報告されて い るが 60), オリ ゴヌ ク レオチ ドを用 い た
dn aK オ ペ ロ ン の ノ ー ザン プロ ッ ト解析にお い て は, 全 オ ペ ロ ン の 転写産物に相
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当す る バ ン ドは検出されず, R N Aプロ ー ブを用 い た系 に よ っ て そ の存在が初め
て 明らか にされた 60)｡ 今回 hex a cistromic mR N Aに相当するサイズ の R N Aが検出
されなか っ た理 由として 2 つ の可能性が考えられ る o ひ とつ は こ の長 い m R N A
の量 が D N Aブロ ー プに より検出不能で あ っ た可能性 で あり, もうひ と つ は調製
した R N Aが転写後, 迅速にプ ロ セ ッ シ ングを受けた結果 に よる も の で あ る ｡ こ
れ ら の 可能性 の ひ とつ ま たは両方に よ っ て he x a cistr omic mR N Aが検出されな か
っ た と考えられ る ｡
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第3 章 L｡ m o n o cytog@ n @s i)取扱監 シ ャ ペ ロ ン の
マ ク ロ フ ァ ー ジ食食にお ける役割
L. m onoq わge ne s の 環境 ス トレ ス お よび マ ク ロ フ ァ
ー ジ内増殖 にお け る
DnaK の役割を明らか にす る目的で , 前章にお い て ク ロ ー ニ ングした dn aK を用
い て , 相同的, 組み換え によ る挿入変異株を作成し, 変異株の性質を検討した ｡
墓且 _盟 _ 威 盆藍
ク ロ - ニ ングした L. m onocytoge nes の dnaK を用 い て 挿入変異株の分離を試
みた Q dn aK 構造遺伝子中の 510bp の PstI断片を pu c1 8ベ ク タ ー に組み込 み ,
さ らに EnLer oco c c u sfa ecalLs 由来 の Em 耐性遺伝子 を組み入れ , pT K Y 279(Fig･
2-3-1) を作成した ｡ こ の プラス ミ ドを実験部方法 の 項 -21)に記載した方法によ
っ て L. m o n o cytogeneslO403S に導入 し, Em 耐性の株 を得た o pu C1 8は coI El
由来の 複製点を有す る ことから , グラム 陽性菌で ある L. m o n oq ぬgene s中で複
製する こ とが で きない . よ っ て 得られた Em 耐性株(T H Y- L E I) は, dn aK 間の
相同的組み換えに よ っ て L. m onocyiogenes染色体にpT K Y 279の 全て が組み込ま
れた結果, Em 耐性とな っ た と考えられる . T H Y- L K lが dnaK 変異株で ある こ
と を確認するため に , 菌の 蛋 白質に対する抗 E. coli Dn aK 抗体を用 い たⅠm m u no
blotting を行な い , Em 耐性株における h aK 蛋白質 の存在の有無を調 べ た(Fig.
2-3-2)o そ の 結鼠 親株 の蛋 白質 画分には抗 E. c oliDnaK 抗体と反応する約 69k Da
の 葺 白質が存在した の に対 して ,
.
TTrY- L Kl には抗体と反応する蛋白質は検出さ
れなか っ た. こ の 結果か ら T H Y- L K lは dn aK 挿入変異株で ある こ とが明 らか と
な っ た｡
姐 役割
得られた dn aK 挿入変異株の種々 の ス トレス に対す る感受性を野性株 と比較
し, 環境ス トレス に対する DnaK シ ャ ペ ロ ンの 役割 に つ い て 明らかに した .
6 8
∫ E
Pst l
Pst I
E# 卵
C a
dn aK
Pst I
Pst L
dn ∂J
針 PT K Y2 71
虜イ
pU C1 8
良. BnOPW CygOg@8?@ SCh柑 m ⑳$ Om e(伽 aK＋)
grpE dn aK
血 蒜岩言買写己㌫ E
dn aJ
f5tI F5tf
&n m o o? 0 6ygOg@BW $6?w o m ⑳s om ℡(dg?a?K m u思盈閃電〉
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Fig. 2-3-2. Im mun oblot an alysis of pr otein sfr o mL. m ono cytoge n es lO403S(lan e
1) and its is oge nic m utantT R Y- L E I(lan e2)･ Thepr otein spr epared fr o mthe str ain
lO403S(193トLg)and thednaK m tltant(190pg)w er e s ubjectedto 血 m u n oblot analysis
withan antis e ru m againstE. c olt Dn aK(a)orDn aJ(b)asde s cribed in Methods(1 6)a
The m ole c ula r m as sin k Daisindic atedo n e a chside ofgels.
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30℃ で培養した野性株を 30℃ , Sワ℃ , お よび 39℃ に シ フ トし, 培養を続けた
と こ ろ , ほぼ同様の増殖を示した. 一 方, T H Y- L K lは培養温度が上昇する に従
っ て , 増殖が抑制され る ことが 認められ , ge n er atio ntim eは 30℃ に比較して 37℃
で 2.5 倍, 3 9℃ で 5. 2倍で あ っ た｡ (Fig. 2-3-3, A). また, これ らの 菌の 形態を
クリス タルバイ オ レ ッ トによる単染色を行 っ た後, 光学顕微鏡下で観察したと
こ ろ , 30℃ , 37℃ , 3 9℃ で増殖して い る野性株は, 全て 同じ形態を示したの に
対して , T 旺Y- L K lは , 37℃および39℃ で培養を行 っ た際, 菌 の 形態が 30℃ の
もの より長く な る ことが観察された ｡ 39℃ の 培養 で は, 30℃培養の菌の約 10
倍の長さの フ ィ ラ メ ン トを形成して た(Fig. 2-3-3, B, C)o これ ら の 結果 か ら
dn aK は高温 にお ける菌の 正常な分裂 に必須であるこ とが明らかとな っ た ｡
次に TTIY- L K lの 酸性ス トレス に対する感受性を親株と比較した ｡ 親株お よ
び T 技Y-L K lを B HI液体倍培地中30℃ で対数増殖期まで培養した後, 遠心 によ
り集菌し, 塩酸で pH を 3.0 に合わせた B HI液体培地に懸濁した o 30℃ で 一 定
時間培養した後, 生菌数の測定を行 っ た ｡ そ の 結果, 10分後には T E YI L K lの
生菌数は親株に 比較して , 約 1/5に減少した(Fig. 2-3-4)｡ pH 4の 場合, 親株が
徐々 に増殖した の に対して , T H Y- L K l の生菌数は減少した(data n otsho wn)o
こ の 結果から dn aK は酸性ス トレス条件下 の 生育に必須で ある こ とが明らかと
な っ た｡ また , 40m M 過酸化水素に対する親株と T H Y- L K l の感受性に違い が認
められ なか っ た こ とか ら, 酸化ス トレス に対する抵抗性には関与して いな い こ
とが明らかとな っ た ｡
監且塵 _ _ _ 出 旦之 旦役割
L. m o n o cyotge nes は Fig. 2-1-1 に示 した様に, マ ク ロ フ ァ ー ジ内で速い増殖性
を示す ｡ L. m ono cyotge nes の m aK 蛋 白質が マ ク ロ フ ァ - ジ内にお ける生残お
よび増殖に関わ っ て い るか否 かに つ い て検討 を行 っ た ｡
第 2節 に記載した通り, T H Y- L K lは温度感受性で あ っ たた め, マ ク ロ フ ァ ー
ジ内菌数の測定は 30℃ で行 っ た o 用 い たJA -4 はJ774-1 の亜株で ある が 64),
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Fig. 2-3-3･ (A)E ffe ct ofte mper atu r e o n c ellgr o wthof lO4 03S(0) and its is oge nic
dnaK m uta nt
,
T ヒY- L K l(㊨). Ba cterialc ultu r esgro w n ovemightin B H I br oth w e re
dnuted 1:500 into fr esh br oth and incubated to mid e xpo n e ntialphas e at30
oC. T he
c ultu re s w er einc ubated either c o nti u o uslyat30
oC(1)or shiftedto37
o
C(2)and 39
o
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(3)at tim e ze r o. Ba cterialc ells w e rediluted in B H I br othat v ario u stim e s and the n
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H Cl)･ Ba cteri alcells w er ediluted 血 B H Ibr oth佃H 7.0)atv a rio u stim esind 血ted a nd
the nplated o nthe B H Ⅰagar. Ⅵ able c o unts w er edete mied afte rin c ubatio n ofthe
platesfわr24 br at30
oC.
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J774_1 の もつ 殺菌能は 30℃か ら 37℃ の 間 におい て違 い は認め られなか っ た こ
とか ら 30℃で 用 い る こ と に よる マク ロ フ ァ - ジ殺菌能 へ の 影響はない と考え
られた ｡
野性株および T 托Y- L K lを M OI 50になる よう にJ A-4 に加 え, 遠心吸着の処
理を行わずに会食させ , 実験の 部方法の項 -2)に記述した方法 に従 っ て 経時的に
細胞内生菌数の 測定を行 っ た(Fig. 2-3-5)｡ そ の 結果 , 会食後, 1 時間 まで に親株
の細胞内菌数は若干 の減少が認められたが , そ の後増加t/ , 3 時間後, 会食直
後に検出された菌数の約 2倍に増加した . 一 方, T H Y- L K lは会食後, 野性株と
同様に , 1 時間後に減少した後, 増殖し, 細胞内菌数は増加した ｡ これ に対 し
て会食直後(Fig. 2-3-5, Oh) に検出された T E Y- L K l の細胞内生菌数は, 野悼株
に 比 べ て紡 1/10と, 明らか に少なか っ た｡ 会食直後 の細胞内菌数につ い て さ ら
に詳しく検討する ため, M OI 25か ら 200で会食させた直後 の細胞内菌数を測定
した と こ ろ , い ずれ の M OIにお い て も T E YI L K lの 細胞内生菌数は親株に比 べ
て約 1/10で あ っ た (Fig. 2-3-6)｡
TT W- L K l の dnaK 変異の 安定性を検討する ために食食後 3時間培養した マ ク
ロ フ ァ ー ジより回収された 120コ ロ ニ ー を5p g/ml の Em を添加 した BHI寒天培
地 に植菌し, 培養したと ころ, す べ て の コ ロ ニ - が Em 耐性で あ っ た . こ の 結
果は T H YI L K lの dnaK ヘ の挿入変異は安定で ある こ とを示 して い る .
藍且 虚 血 役割
食食直後に細胞内TTT Y- L K l の生菌数が , 野性株に比 べ 顕著に少なか っ たが,
そ の 原因として 2 つ の 可能性が考えられた ｡ 第 一 に は , マ ク ロ フ ァ ー ジ内に会
食され フ ァ ゴソ - ム か ら細胞質にエ ス ケ ー プす る まで に野性株の菌数の約 10
倍の T H Y-L K lが殺菌された こ とで ある ｡ 第二 に は , T H YI L K lの 会食そ の も の
の効率が低下して い る こ とで ある ｡ こ れ らの 可能性を検討す る 目的で , 親株お
よび dn aK 変異株をマ ク ロ フ ァ ー ジに 食食させた直後, お よび 2 時間後 の細胞
内菌数を, 実験の部方法の項 122)に従 っ て 顕微鏡下で観察し (Fig. 2- 3-7, A -D)定
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Fig. 2-3-5. Intr a c ellulargro wth of L･ m o n oqLoge n eslO403S(○) and the dnaK
m utant
,
T H Y- L K l(㊨)
■
within JA-4 m a crophage c ells･ 払 ch valu eis the m e an±
sta ndarde ror ofthe m e anfo rthr e edete r minatio n s. The r epr es e ntativ egraphis sho w n
fr o mthre eindepe nderlte xpe rim e nts, e a chpe rfo r m edintriplic ate･
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Fig･ 2-3-6･ Ⅵ1e n u mber of phago cyto sed bacteria at v ario u sino c ulatio n ratio of
o rganis m to mac r ophages. L. m on oqtoge neslO 403S(□) and the dnaK m uta nt,
T H Y- L E I(渇)w e reinoculated with 2-foldm ultiplicitie s of infe ctio n(M OI), and the
n?mbers ofviablebacte ria w er edeter minedasdes cribed in Methods(2)･ n e e
rrorba r
indic ate sthe sta ndard de viatio n.
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Fig･ 2-3-7･ Riic ro s c opIC analysis of m a cr ophages challe nged with L･ m o n oq toge n es ･
ught micr ographs of m a c r ophage cellsinfe cted with lO403S(A)orT H Y- L E I(C)for
15 min, and lO403S(B) or Ⅷ Y - L K l(D)for2hr. Ele ctr o n micr ogr aphs of th in
se ctions of m a cr ophage G en infe cted with lO403S(E) or T H Y- L K l(F)for2hr.
Sa mples w e r etre ateda sdes cribed in Methods(22). Ba rsindic atelpm .
Table 2-3-1･ Light micr o s c ope-qu antitativ e analysis of m a cr ophage c ells
盟
_ _+ 塾 虹
0 10403S ･2.21 ± 1.27 7 6.8 土 21.2
T H Y- L K I 0.58 ±0_24 35.4 土 1 2.3
10403S 5.56 土 1.69 92.5 ± 1().8
T H Y- L E I･ 1.43 ±0.47 59.5 ± 9.5
A n u mber of intr a cellular ba cteria(B), m a α ophage s c o ntaining at least o n e
bacteriu m (CB)a ndtotalm a cr ophagesperfield(CTotal) w er eco u nted. B/CTotal
indiates the a v er age of n u mbers of intr a c ellularba cteria pe r m a cr ophage c ell･
CB/CTotalh dic ate sthe ratio ofm a cr ophage c ells c o ntain ing atle ast on ebacteritl m
intotalm a cr ophage cens dete cted in thefield･ Ⅵl eJ A-4 m a a ophage c ells w er e
ch alle nged withwildtype str ain 10403So rdn aK m utant strain T E Y- L K l,
obs e rv ed bylight micr o s eope a nd statistic any a nalyz ed a sde s cribedin Methods.
Ea ch valu eis the 血e an± sta ndard err o r of the m e a nforte ndeter min atio ns o n
diffe r e ntfields c o ntainingapproxim ately10to15c ells e a chat tim epoints･
量 したCrable2-3-1).
測定値か らマ クロ フ ァ ー ジ 1 細胞当りに会食された細菌数(B/CTot｡) を算出
したと こ ろ, 会食直後の 野性株は T H Y-L K l の3. 8倍検出され dnaK 変異に よ
り明らかに食食効率が低下する ことを示唆して い た｡ また , 会食 2時間後に検
出された野性株および T H Y- L K l の細胞内菌数の差は ,o時間における もの と同
程度で あり , Fig. 2-3-3 に示 した結束と同様に , 食食された後の dn aK 変異株が
野性株と同様に増殖可能で あ る こ とを示 して い る o 帝株 とも にマ ク ロ フ ァ - ジ
フ ア ゴソ ー ムか ら脱出した後は , 細胞質内で増殖可能で あ る こ と を電子顕微鏡
7 8
像により確認した(Fig. 2-3-7, E-F)o
さ らに会食後 o時間にお いて , 1 つで も細菌を会食して いる マ ク ロ フ ァ ー ジ
の割合(cB/CT.ta.; Table 213-1) が T 托Y- LK l会食群で顕著に低い 値 を示 して い る
こ とか ら, マ ク ロ フ ァ ー ジの感染率も dnaK 変異株で低い こ とが明らかとな っ
た. また, 野性株の感決率が 2 時間後には o時間 の 1.2 倍, T 旺Y- L K lでは 1.6
倍で あ っ た こ とから , 隣接した細胞 へ の 拡散につ いて は dn aK の変異による影
響はない と考えられた . また, フ ァ ゴソ - ム 膜の 溶解に関わ る へ モ リ ジンの 産
生 をウサギの 血液寒天培地上 で形生され る溶血環に より比較したとこ ころ , 野
性株 , および dn aK 変異株の間で差が認められなか っ た ｡ 以上 の 結果から DnaK
は L. m o n o cytogenes の マ ク ロ フ ァ
ー ジ内にお ける増殖には必須でな い が , 食食
の 過程に関与して い る ことが明らかとな っ た ｡
マ ク ロ フ ァ ー ジによる食食は通常, 異物として の 認識, 接着, 取り込み の 順
に進行し, それ に続い てお よびフ ァ ゴソ - ムが形成される o この こ とか らdn aK
変尭によ る会食率の低下は, マ ク ロ フ ァ - ジ表面 へ の 接着能力 の低下による可
能性が考えられた o そ こで細菌の マ ク ロ フ ァ ー ジ表面 へ の 接着率を検討するた
め, マ ク ロ フ ァ - ジ に M OI 50か ら 400に なる ように細菌を加え , 実験の 部方
法 の項 -23)に従 っ て , E u S A法によりマ ク ロ フ ァ ー ジに付着した菌数を定量し
た(Fig. 2-3-･8)o そ の 結果 , 野性株 に比 べ て dn aK 変異株の マク ロ フ ァ
- ジ表面へ
付着した菌数は明らかに少なか っ た . また , 用 い た抗L. m o n o cytoge nes 抗体の
野性株および Ⅷ y- L 監1に対する 反応性は等しか っ た (data notsho w n)｡ こ れ ら
の 結果から, dnaK 変異株の マ ク ロ フ ァ ー ジに よる食食効率 の低下は , 細胞表面
へ の 付着の低下によ るも の で ある と考えられた ｡
工ぬaK は分泌 に関す る構造を持たず, 細胞質に局在す る蛋 白質と考えられ て
い る 1)｡ こ の こ とか ら, 会食の 過程 に直接関与して い る可能性は低く , 食食に
直接関与する 因子 の 発現 , 細胞内輸送, 分泌等に h aK の持つ シ ャ ペ ロ ン機能
が関わ っ て い る可能性が考えられた ｡
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Fig･ 2
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総括
細菌感歎症は, 宿主 と寄生体 で ある細菌 との 相互作用の結果成立する ｡ 細菌
の病原因子は ､ 定着性, 組織侵入性, 細胞内増殖性､ 食菌作用からの エ ス ケ
ー
プ機構ならび に毒素など多彩で ある が ､ これ らはす ベ て宿主側の防御機構に対
して発現され る細菌側の対抗手段, ある いは宿主 の防御機構からの逃避手段と
して理解される ｡ 細胞内寄生細菌にお い て は, 毒素の ような攻撃的な病原因子
は見いだされて お らず､ マ ク ロ フ ァ - ジや好中球などの食細胞内の殺菌機構を
回避して増殖する機能､ すなわち食細胞内エ ス ケ
ー プ機構が重要な病原因子と
考えられ て い る ｡
本研究にお いて著者札 マ ク ロ フ ァ ー ジ内 エ スケ
ー プ機構が全く異な る 2 つ
の 菌種, y. ente, o c olidc a およびL. m o n o cytoge n e sを用 い て マ ク ロ フ ァ
ー ジ細胞
内で の ス トレス応答 の発現の 可能性を検討し, 次い で , そ れらの マ ク ロ フ ァ
ー
ジ内増殖にお ける ス トレス蛋白質の役割を明らかにした ｡
第1 部で は y. enLe ,oco 批 a の マ ク ロ フ ァ - ジ内ス トレス応答と細胞内増殖に
関与するス ト レス蛋 白質 に つ いて の 検討を行 っ たo Y. e nte,v colitic aはマ ク ロ フ
ァ ー ジに食食された後, フ ァ ゴソ - ム 内にとどまり , 殺菌物質 の産生を抑制し･
ス ト レ ス に耐えなが ら , そ の 場で 増殖す る こ と が 可能で あ る
3 9,4 3,4 4)
｡ y･
e nte, o c olitca はフ ァ ゴソ ー ム 内で増殖する際にス トレス を感知して ス トレス 応
答を誘発する ことを見い出した o さらに , マ ク ロ フ ァ
ー ジ内増殖時に誘発され
たス トレス蛋白質の中で GsrA の機能が本菌の マ ク ロ フ ァ
ー ジ内増殖能に必須
で あ る こと を明らかにした｡
s. ophim u riu m や Br u c eZla abo rius は y･ en te r o c olitc a同様に マ ク ロ フ ァ
ー ジ会食
後フ ァ ゴソ - ム 内で増殖する ことが可能な細胞内寄生細菌で ある
12P ･6 5)
o 最近･
こ れ らの 細菌の マ ク ロ フ ァ ー ジ内増殖に GsrA の ホ モ ロ グで ある HtrA が必須で
ある こ とが報告された 66,6 7,6 8). 従 っ て , これらフ ァ ゴソ - ム内増殖型 の細胞内
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寄生細菌の病原性発現に は, 菌種特異的な エ ス ケ ー プ因子 に加 えて Gs工却HtrA
ス トレス蛋白質が普遍的に関わ っ て い る と考えられ る . GsrjW trA は ペ リプラ
ズム に局在す るセ リ ンプロ テ ア ー ゼ で あり, マク ロ フ ァ ー ジ内ス トレス の 他 ,
高温 , 高浸透圧 , 過酸化物に よる ス トレス な ど, 種々 の ス トレス下で の 生存 に
必須で あ っ た｡ ス トレス に曝さ れた細菌細胞は, まず , 表層か らそ の 影響を受
ける と考 え られ る ｡ そ の 際, 生成した変性蛋白質を ペ リプラズム にある HtrA
の も つ プロ テア ー ゼ活性によ っ て迅速に分解除去する こ とが , 細菌の 生存 に不
可欠 で ある と考えられ る o M i11erらは, s. &phim u n
-
u m の マ ウス に対する病原
性の低下した挿入変異株を多数分離して い る が 69), 最近それ らの 中に, ht7:A ホ
モ ロ グの 変異株を見い出した ｡ この 変異株は, 同時に マ ク ロ フ ァ - ジ内増殖能
を失 っ七い た 69)｡ 従 っ て , HtrA 侶 , 細胞内寄生細菌 の マ ク ロ フ ァ ー ジ内増殖能
に必須に関わる こ とに より, そ の 病原性発現に重要な役割を果たして い る と考
える こ とがで きる ｡
第 2部で はL. m o n ocytogene sの マ ク ロ フ ァ ー ジ内ス トレス応答および, ス ト
レス 蛋白質 h aK シ ャ ペ ロ ン の 病原性発現過程にお け る役割につ い て検討 を行
つ た . 会 食後極め て 早 く フ ァ ゴ ソ - ム か ら脱出 す る こ と の で き る L.
m o n oq7わgene sは, 前述の y. ente ro c olitc a とは異なり , マ クロ フ ァ - ジ内で増
殖する際に ス トレス応答を誘発しな い こ と を明 らか に した｡ こ の事実は , 細胞
内寄生細菌の ス トレス 応答の シグナルが マ ク ロ フ ァ ー ジの フ ァ ゴ ソ - ム 内 に局
在して い る こ とを示唆して い る ｡ さらに平常時で も合成され る主要なス トレス
蛋 白質 h aK の役割を検討した結果 , L. m o n oq′togenes の マ ク ロ フ ァ ー ジ内増
殖には h aK が必須で はな い こ とが 明らかとな っ た ｡ しか しなが ら Dn aK は マ
クロ フ ァ ー ジ会食過程に関与する ことを明らかに した . Dn aK のマ ク ロ フ ァ -
ジ会食過程 に対する機能は, 前述の フ ァ ゴ ソ - ム 内増殖型細菌 の会食 の 過程で
も普遍的に要求され る もの と推測され る o 食食過程 にお ける Dn aK の役割 を考
察す る と, Dn aK は細胞質に局在す る蛋 白質で ある と考 えられ て い る こ とか ら 1),
直接食食 に関与する可能性は低い . Dn aK は, ス トレス を受けた細胞に お い て ,
8 2
変性蛋白 の 凝集や不溶化を防ぎ, さ らに は変性蛋白 の再生を介助する と考えら
れて いるが , 正常時の細胞に おい て も重要な役割を果たして い る ｡ すなわち ,
新生ポリ ペプチ ドの 正 しい 折りたたみ の介助や蛋白質高次構造構築 へ の 関与 ,
さらに は細胞内輸送をサポ ー トす るな ど, 分子 シ ャ ペ ロ ン として細胞内の様々
な 局面で 蛋 白 質 の 合成と機能発現 に 深 く 関わ っ て い る ヰ
9-5 4)
o 従 っ て , L.
m onocytoge ne s の Dn aK のシ ャ ペ ロ ン機能が, 食食に関わ る 因子 の 発現や局在に
関与し, 結果的に食食に影響を与える もの と考える ことがで きる｡
細胞内寄生細菌 に と っ て 食食札 感染後期に発動される多様な生体防御機構
からの 回避手段で も あり , 持続感染 を可能にする 因子 で もある . Dn aK はマ ク
ロ フ ァ - ジによ る食食過程に関わ る こ とに より, 細胞内寄生細菌 の病原性発現
に寄与して い る と考えられる ｡
本研究にお い て細菌 の病原性発現には菌種特異的な機構に加え, ス トレス蛋
白質の 関与する普遍的な機構が存在する こ とを明 らか にする こ とが で きた｡
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実験 の 部
材料 の 項
i) 菌株 ; 使用した菌株は全て Tablel に記載した ｡
Table1 Bacterialstrain s u s ed inthis study.
S息r ain Re且ev e mt cha r a ct由rist豆c s ReSe r e n ce
E. coli 594
K E60 6 thrle uihilacYto nA s upEtrpE5 Apir 30
S M I O lhi Lhr leu to nA la cY s upE
1
･
eCA::R P4-2 Tc::Mu K m '
70
S M I O-kpir kpirlys oge n of S M IO o ur c olle ctio n
J M IO9 re c4 e ndAgyl:A Lhi hsd RsupE pleC4
A(血c-praA B)/㍗ (traD p和AB
' la cI
lacZ A M 15)
71
Y. ente roc olica W A s er otype O:8 o u r c olle ction
W A Rif r血 mpl Cl nre Sista ntderivative ofW A
■ ●
otlr C Olle ctio n
W A 314 se roty pe0:8 72
L･ m o n ocytoge n e･s E G D s e roty pe1/2a 73
A T C C15313n o nhe m olytic str ain
10403S s e r oty pe1 74
y. ente rocolitic a の W A 314は Dr. He es e mann よ り 分 与 い た だ い た o L.
m o n ocytoge n esの E G Dお よび ATC C15313は新潟大学医学部(現京都大学医学
部)の光山博士より , また, 10403S は pe n n sylv ania大学の Dr･ Po rtn oy よりそ れ
ぞれ分与 い ただ い た ｡
2) プラ ス ミ ド; 使用したプラ ス ミ ドは全 て Table2 に記載 した｡
84
Table2. Plas mids u s ed inthis study.
Plas mid Rele v ant char a cteristic(s) Refe re n c e
pA CY C 184 Clo n ng V e CtO r, Tc, Cm
75
pN K2 85 9 Km , c o ntaining mini Tnl O 27
pUC1 8 Clo n lng Ve CtOr, Ap 71
pBlu e s c riptS K II, Ap, plasmid with T 7pr o m ote r reading into th Str atage n e
KSII polylinke r
pM Ⅰ7 c a rylng Onlyoriγof R6K a s a replic atio n orlgln 29
pSU P 201-1 pB R 325c arrylngO riTof R P 4 70
pG Pl
12 K m , e n c oding T7 R N Apolym erase u nde r th 76
co ntrolofcI857
Z1918 Ap, c a rryl ngthepr o m oterle ssla cZr epo rterge n e 77
pA M 225･ Tc, Em , c o ntainingTn91 7 78
pK V 8001 Ap, c o ntainingdn aK a nd dhalof E･ c oli
p4M225は群馬大学の池博士より, pK V 8001 は奈良先端大学の森博士より各々
分与い ただい た｡
3) 細菌培養用培地
通常の液体培養に はブ レイ ンハ ー トイ ンフ ュ ー ジ ョ ン(B毘Ⅰ)培地(日水製薬抹
式会社)を用 い , ･平板培養に は BH I寒天培地(日水製革株式会社)を用 い た o Y･
e nte ,oc olitc aの 生菌数 の測定に は マ ッ コ ンキ ー 寒天培地(日水製薬株式会社)を用
い た o そ の 他 , E c ol
.
iの遺伝子操作の際の液体培養には Luria- Br oth(L B)杏, ま
た , 平板培養 には L B寒天培地(GI B C O B R L)を用 い た｡ アイ ソ ト
ー プ標識に用
い た M 9最小培地 の 組成は以下に示した｡
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M 9minim um m editlm
0.2% glu c o se
2p g/ml th iamine
1m M MgS04
0･1孤 MgC12
0.3m M FeC13
all L- amin o a cids e x c ept m ethiomin e and cystein
4) 培養細胞お よび培地
J774-1 の 培養には R P M I1 640(GIB C O B R L)培地を用 いた o J A-4卵胞は国立感
染症研究所 の 天野博士に分与い ただき , 培養には Ⅲ am'sF-12(GIBCO B R L)培地
を用し1た ｡ 添加 した F C SはJR H Bio s cie n c e社製の もの をロ ッ トチ ェ ッ ク に より ,
本細胞 の培養 に適したロ ッ トを選択して ニ チ レイ株式会社より購入した ｡
5) 抗体および抗血清
抗 y. etuen o c olitc aGr oE Lモ ノ ク ロ - ナル抗体は当研究室 にお い て 樹立され て
い たも の を使用した ｡ E. c olt haK に対する抗血清は Gen e v e大学の h . C.
Ge o rgopo ulo sに, また, E.･c oli maJ に対する抗血清は杏林大学の大木博士 にそ
れぞれ分与いただい た . 抗 L. m o n o cytogenes 抗体 , お よび H R P標識抗ヤギ抗体
は フ ナ コ シ抹式会社から購入 した ｡
6) 薬剤
4p は和光純薬株式会社, Km , Pc, Sm , お よび Tc は明治製菓株式会社,
Gm は シ ェ リ ン グプラウ株式会社, Em は大日本製薬株式会社, cm は三共製薬
抹式会社よりそれぞれ購入 した ｡
7) 酵素試薬
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用 い た制限酵素は全 て宝酒造株式会社より購入 した o Lys o zym e, Pr o n as e,
D Nas eIお よび R Na s eA は sIGM A社製の もの を使用した ｡
S) アガ ロ - ス ゲル お よびアクリル ア ミ ドゲル奄気泳動周試薬
アガロ - ス は宝酒造株式会社より購入した｡ アクリル アミ ド, N - N ビス メテ
レン アクリル アミ ド, 過硫酸ア ンモ ニ ウム , s os, ク ー マ シ ー プリリ アン トブ
ル - は 和光純薬株式会社 よ り購 入 し た o T 混M E D(N,N,N
'
,
N' -tetr a- m ethyl-
ethyle n ediamin e)は BIO-R A D社製の もの を使用した o
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方法 の 項
且) マ ク ロ フ ァ - ジ様培養紳胞株 の 培養
J 774-1 の培養は, 10%FCS を添加した R P M 1640 培地 中で 5% CO2, 95%空気
を含むガス および飽和水蒸気存在下, 37℃で行 っ た ｡ 数日間の 培養 の後 , 25ま
たは 75cm2 の 培養 ビン に 75%飽和まで細胞を増殖させた後, p BS で洗浄後,
o.o5% トリプシ ン , 0.53m M E D T A溶液 を加 え, 細胞を剥が し, 6×104-1×105
c ens/mlになる ように細胞増殖用培地 で希釈し, 継代した o
J A-4細胞の 培養には 10%F C S添加 した Ham 'sF-1 2を用 い , シ ャ ー レ (Falc o n
#1001)中で J7 γト1と同様の 条件で培養した ｡ 数日間培養 の後, 増殖した細胞 に
新鮮な培地を加え , 剥がれて きた細胞を集めて継代に 用 いた ｡
2) マ ク ロ フ ァ ー ジ によ る食食と , マ ク ロ フ ァ ー ジ内生菌数 の測定
24- ウ ェ ル プレ ー トに培養した 4×105 c ells/w ell の J774-1 に y. e nte710C Olitc aま
たは L. m ono cytogen esを M OI 5になる よう に加 え , 250×g で 10分間遠心の後,
30分間 30℃ または 37℃ で保温し, 吸着 , 会食させた ｡ そ の後 , 培地 を取り除
き, 2%F C Sおよび Gm 6ug/mlを添加した RP M I1640を加えた ｡
一 定時間培養し
た後, 培地を除い て細胞を p B Sで 3 回洗浄し, 1 miの 1%デオキ シ コ ー ル酸 を
加えて マ ク ロ フ ァ ー ジを溶解する ことにより細菌液を回収した. こ の 細菌液 を
段階希釈した の ち , Ma cCo nkey寒天培地 に塗布し, 37℃ で 24時間培養し, 生菌
数を測定した .L. m ono cutoge nes の 系にお い て は マ ク ロ フ ァ ー ジの 溶解には水を
用い , また , 生菌数は B H I寒天培地 で測定した .
第 2 部第 3章 Fig. 2-3-5, 6, 7, 8 で はJA-4 に記載がな い限り M OI 5 0で L･
m on ocyゎgen e sを加え, 遠心 の 操作をせずに , 細胞を 15分間 , 保温す る こ とに
より会食させ た ｡
3)マ ク ロ フ ァ ー ジ内で 増殖中 の細菌が合成す る 蛋 白質 の 標識
88
6 ウ ェ ル プレ ー トに継代した 2×106c e11s/w en の J774-1 細胞 に , M O瓦=50と
なる ように Y. ente FO C Olica または L. m o n oqtoge n esを加 え, 遠心, 食食の 後,
G m 6pg/ml のほか , マ ク ロ フ ァ
- ジの 蛋白質合成を阻害するため, シク ロ ヘ キ
サミ ド50LLg/mi を添加したメチオ ニ ン不含の R P Mほ た は E
'M 五M培地 で培養
し, 食食後 一 定時間後に[35s]-メチオ ニ ン 5叫Ciを加 え, 1 時間標識した o 次い
で 100m M E D T Aお よび蛋白質分解酵素阻害剤 (1pM le upeptin, 1pMpepstatin,
500pM phe nylm ethylsulfonylnu o ride) を含む 1%デオキシ コ
- ル酸で マ ク ロ フ ァ
ー ジを溶解し, 細菌液を得た o L. m ono cytoge n es蛋 白質の標識で は感染細胞の溶
解に蛋白質分解酵素阻害剤の水溶液を用 い た ｡
4)畳n v豆&r oの ス ト レス条件下 で の 細菌蛋 白質 の 標識
熱シ ョ ッ ク条件 の場合, y. e nter o c olitica を M 9⊥最小培地中 30℃ で対数増殖期
まで培養し, 集菌したの ち, M 9-最小培地 で再懸濁した菌液を30℃で 5 分保温
痩, 42℃ に移した ｡ 5 分保温後, 【35s】- メチオ ニ ンを加え, 42℃ で 10分間保温し
た後, 集薗 した ｡ 非ス トレス条件の場合は 30℃ , 5分間の保温後【
3 5s]-メチオ ニ
ン を加え , 30℃ で 10分間標識した ｡
酸化ス トレス条件下に おける Y. entero c olica蛋白質の標識は, 熱 シ ョ ック実
験と同様に調整した菌液を 30℃ で 10分保温後, 過酸化水素 (終濃度;10叫 M)
または m ethylviologe n( 終濃度;500pM) を加えた後, [
35s]-メチオ ニ ン で 15分
間行 っ た ｡
L. m o nocytoge nes蛋白質の標識には B H I液体培地 で対数増殖期まで培養を行
っ た後, 遠心 , 集菌し, メチ オニ ン不含の R P M I1 640で 1 回洗浄した後同培地
に再懸濁した菌液を用 い たo また , L. m ono cytoge n es の 酸化ス トレス には 40m M
の 過酸化水素濃度を用 い た ｡
5) ト ラ ン ス ポゾ ン に よ る Y. e nte r o c olitica 遺伝 子 の 不 括化
pT 監Y 23 8(Fig.1-2-1)で形質転換した sM (九 pir) を B H I液体培地中 37℃ で対
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数増殖期まで培養し, こ の 培養液 o.2ml に, 1.Oml の Y. enteroc olitc aW j u if 一
晩培養液を加え, 混和し, 20秒間の遠心 により, 濃縮 した o 50pl の B H I液体培
地 に懸濁 し, ニ ト ロセル ロ - ス 膜(o.45ドm) 上に広げた ｡ 28℃ で 6 時間保温後,
懸濁 , 希釈の後, 25p g/ml の Km お よび50p･g/ml の Rifを含む B ⅢⅠ寒天培地 に塗
付した . mini-Th1 0が転移す る こ とに よ っ て得られた丑むIl 耐性株は 2×109 の 受容
菌から5×10
-5
-1×1 0
-6 の頻度 で得られたo
6) サザ ンお よび コ ロ ニ ー ハ イ プリグイ ゼ - シ ョ ン
染色体 D N Aを制限酵素で切断した後, 約 1tAg の D N Aを 1% アガロ - ス ゲル
電気泳動により分画し, ニ トロ セル ロ - ス膜 に転写 した . プロ - プは Multiprim er
D N AiabellingSyste m(Amersha血) を用 い て[α -
3 2pトd C TPで標識した . ハ イ プリ
ダイゼ - シ ョ ンは 50%ホルム アミ ドを含む 5×S S C(1×S SC;0.15 M NaCl,
0.015 Mクエ ン酸ナ トリウム), 50m M リ ン酸ナ トリ ウム (pH 6.5), 1× 加 nha rd
の 液, 1m M E D TA, 変性サケ精子 D N A(250pg/hl)中 42℃ で 一 晩行っ た ｡ そ の
後, 室温 で 0. 2% S D Sを含む2 ×SS Cで , 5 分毎 に液を交換しながら20分洗浄
し, さ らに 0.2%SD Sを含む o.1×S SC を用 いて 50℃ で 30分間 ごと 2回洗浄し
た｡
7)DNA 塩基配列 の 決定
Deletio nkit(Takar a)を用 い て ex o n u cle as eIIIによ る deletion を作成し, puc18ベ
クタ ー に組み込争, サブク ロ - ンを得た . 塩基配列 の決定は puc1 8 のu niv ers al
および re v ers e.prim erより , sequ e n a s e(v er sio n2.0;UnitedState sBio che mic als) に よ
つ て行 っ た ｡
S) 塩基配列お よびア ミ ノ酸配列 の解析
既知の塩基配列は D D BJ偲 M B L E/Ge nBa nkより , また, ア ミ ノ酸配列は s w IS S
P R O T Rel. 30より入手 した ｡ こ れ ら. の解析には G E N E T Y X M A C 7.3 を用 い た ｡
9 0
9) 大量産生糸 に お け る Gs 訂A 蛋白質 の 標識
プラス ミ ド由来の 蛋 白質の選択的標識には Tabo rと Richa rds o n76)の 1 7 R N A
polyme ras e-pr o m oter syste m を用 い た o cI857支配下に T7 R N Apolym e ra s e遺伝子
が存在するプラス ミ ド pG P l-2 を用 い て大腸菌 J M IO9 を形質転換し,r これ に
pT K Y 248または対照で ある pBles cript SK を導入した. これ らの 形質転換株は
30℃ で Apお よび Km 存在下で O D朗Xが o.3 になる まで培養し, そ の 2ml を遠心
により, 集菌し, M 9培地で洗浄後, 1ml の M9 培地 に再懸濁した ｡ 30℃で 60
分間培重した後, 42℃ に移し, 15分間保温する ことに より , cI857 支配下 耶
polym er as eの発 現を誘発した o そ の 培養液 に終濃度 20 p g/mlにな る ように Rif
を加え , さら に42℃ で 10分間保温した ｡ そ の 後, 培養液を 30℃ に移し, 20分
後, [35sトメチオ ニ ンで 5分間標識した ｡
且0) マ ク ロ フ ァ ー ジ会食後 の Y. c nte r o c olitic aにお け る gs FA 遺伝子 の 転
写活性 の 測定
J774-1 細胞に pT K Y 260また は pT K Y 261 の いずれか を有する Y. e nter o c oliEca
w A 314を会食させ , 方法の 執2)と同様に培養した . 一 定時間ごとに o.5%デオ
キシ コ ー ル酸により , マ ク ロ フ ァ ー ジを溶解し, 菌体を得た ｡ こ の 一 部は段階
希釈し, 生菌数の測定 に用 い , 残りを z 緩衝液で希釈し, M illerの 方法 79)を用
い てβ- ガラク トシダ ー ゼ活性を測定した｡ 1 点につ き各 々 に 3検体 の測定を行
い そ の平均値を結果とした ｡
l l) 電気泳動用細菌蛋 白質画分 の 調 製
回収した菌体を 2次元電気泳動用 N P- Lysisbuffer(2% N P4 0,
'
9.5 M 尿素, 5%
メルカプトキタノ ー ル , 2% Ampholin e s(1.6 %PH S-7, 0.4% pH 3.511 0))に懸濁 し,
so nifir e250(Br an s o n)を用 い て超音波被砕(20k Hz で 25秒)を行い , 電気泳動用
サ ンプルとして 用 い た｡
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且2)S”S- P AGE に よる菌 の 蛋白質 の 分離
1 2.5%ポリ アクリルア ミ ド濃度のゲルを用 い て La em mh の方法
80)に従 っ て行
っ た ｡ 用い たゲルの 組成を以下 に示 した｡
〔展開用ゲル〕
30 %アクリル アミ ド溶液* 12.5 %
T ris-fICl(pH 8.8) 0.3 75 %
S D S 0.1 %
過硫酸ア ンモ ニ ウム 0.1 %
T E M ED 0.1 %
〔濃縮用ゲル〕
30% アクリルア ミ ド溶液* 4.5 %
Tris- H Cl(pH 6.8) 0.125 %
S D S 0.1 %
過硫酸ア ンモ ニ ウム 0. 06%
T E M E D 0.2 %
*30% アクリル アミ ド溶液
ア クリ ルア ミ ド 3 0%
N 'N ' - メチ レ ン ビス(アクリルア ミ ド)H G 1.2 %
13)2 次元電気泳動に よ る蛋白質 の 分離
1 次元目は等電点電気泳動を行い , 2 次元目は SDS-P A G Eに より実験の部方
法の項 -12)に従 っ て展開した ｡
等電点電気泳動は o'Farr ellの No n equibriu mpH gr adie nt ele ctr ophoresis
81)に従 い ,
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以下の 組成のゲルを用 い て 0.01 Mリ ン酸 -o.o2 M NaOH の系で 400 V-4時間泳動
を行 っ た ｡
尿素 9.2 M
N P40 2%
30% アクリル アミ ド溶液* 4%
AmpholinepH 3.5
-10 2%
過硫酸ア ンモ ニ ウム 0.0 2%
T E M E D 0.1 4%
*so s-P A G E の項参章照
且4) 2 次元電気泳動ゲルお よび sDS-PA GE ゲル の オ ー トラ ジ オグラ フ イ
ー お よ びそ の 解析
電気泳動後の ゲルを乾燥させ ,Fuji R X IOO フイ ルム(Fu3
'
u P hoto Film C･ , Tokyo
Japan) に 室温 で 2 日露光した後, 現像 した フイ ル ム の 像をデン シトメ
ー タ ー
(Model G S-70 Im agingDe n sito m et r;Bio- Rad)に取り込み, MelanieII(Bio-Rad) に
より解析を行 っ た ｡
且5) マ イ ク ロ シ - ク エ ン ス 法 に よ る N 末端 ア ミ ノ酸配列 の 決定
2 次元電気泳動 に より 展 開 し た蛋 白質を Ⅲkan o82)の 方法に従 っ て P V D F
(Im m obilon;Millipor e)膜に転写し, そ の 膜を coo m as siebrillia ntblue A-250(Sigm a)
で 染色し, 50%メタ ノ ー )レ1 0 %酢酸を用 い て脱色した後, M illiQ 水 ですすぎ,
乾燥さ せた .
'
染色された蛋白質の うち 目的の スポッ トを切 り出し, アミ ノ酸分
析機(m odel 47 6A; pplied Bio system)に よ っ て ア ミ ノ酸配列 の決定を行 っ た o
且6) イ ム ノブ ロ ッ テ イ ン グ
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方法 の項 一1 2)に より電気泳動 に よりゲル 上 に展開 した菌の 蛋白質を 姐11iblot
S D E syste m (姐Ilipor e) を 用 い て Im m obilo m-P P V D F膜 (M iuipo r e,
Bedfo rd
,
M A.U S A) に転写し, 膜上 の 蛋白質を 1次抗体および 2次抗体 と反応さ
せた後, 1次抗体と反応した蛋白質を 2次抗体に結合して い る H R P のペ ルオ辛
シ ダ - ゼ 活 性 を利用 し て 0. 01 2% 過 酸化水 素お よ び o.4mg/ml D A B(3,3' -
dia min obe n zidin etetr ahydr o chlori de) を用 い て検出した .
且7)A. m o 720 CytOgC t3CS 染色体 D NA の 調製
Fla m らの 方法83)に従 い 以下の よう に調製 した ｡ 30mlの B HI液体培地中,
37℃ で L. m onocytoge nes lO403S を
一 晩培養し, 培養液を 13,300×g で 10 分遠
心し ,′集菌した ｡ 集めた細菌を 1
.
5ml の0.1×S S C(1 ×SS C;0｡15 M NaCl, 0.01 5 M
ク エ ン酸ナ トリ ウム) で洗浄した後, 20% ショ 糖お よび 2. 5mg/h l のリゾチ ー ム
を含む o.ol Mリ ン酸ナ トリウム緩衝液 (pH 7.0), 2ml を加 え, 37℃ で 45分間
保温した o 9ml の LysisBufer(50 0pgml Pr o n a s el%
､
s D Sを含む Ⅷ *)を加 えて ,
さ らに 37℃で 45分保温した後, 除蛋 白質の ため, フ ェ ノ ー ル ー ク ロ ロ フ ォ ルム
で抽 出し, 染色体 D N Aをエ タノ ー ル で析出させ , 回収 した. 得られた染色体
D N Aは T E* に懸濁し, 4℃ で保存した ｡
*T E;10m M T ris- H Cl, 1m M E D T A(pH 8.0)
1 S)L. m on ocytoge n e sR NA の 調製
全 RN Aの 調製は R Ne a sykit(Quiage n) を用 い た .
L. m o n oq7わgen esを対数 増殖期ま で 培養し, 遠 心 に よ る集 菌 の 後 , 2 ×
1010ceus/hll とな る よう に 4mi の 4 mg/ml-リ ゾチ ー ム ー50%グル コ ー ス ーT EbH
8.0)溶液に懸濁 し, 5 分間, 室温 に放置したo 菌懸 濁液 に 15 miの Buffe rR L T
(Quiage n) を加え, 混和した後, 5,000×g 5 分間遠心し, 上清に 11ml の エタノ
ー ル を加 えて , R Nea sy m a xispinc olu m n(Q山age n).に 添加 した . カラム に よる展
開は, 全 て 5,000×gで 5 分間遠心す る こ と により行 っ た ｡ 続 い て , カ ラム に 15皿1
9 4
の BufferA w l(Quiage n)を加え , さ らに 10mlの BtlfferR Y E(Quiage n)で洗浄した
後, R N Aを o.8mlの R Na s e-fr e eの M 血iQ 水で 2 回溶出した｡
且9) ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト解析
アガロ - ス ゲル(1.2% アガロ - ス , 20m M M OP S, 5m M 酢酸ナトリウム , 1mM
E D T A, pH 7.0)に , 実験の 部方法の項 -1 8)に従 っ て 調製した全 R N Aを添加し,
F Agelnln ningbuffe r(20m M M O PS, 5m M 酢酸ナトリウム , 1m M E DTA, 0.74% ホ
ルム ア ミ ド, R Nas e-fr e eM i11iQ 水)で展開後, ナイ ロ ン膜(Ge n eScr e nPlus)に転写
した . サイズの決定に はマ ー カ ー として R N A ladder(Pr o m ega)を用 い た ｡ プロ ー
ブ には下記 の 表に示 した よう に p C Rで 増幅した フ ラグメ ントを用 い た(Table1).
プロ ー ブの標識および ハ イプリダイゼ - シ ョ ン には Gen elm age r ando m prim e
labe血g and detectio n syste m(Amer sh am)を用 い た ｡ ハ イ プリグイゼ - シ ョ ン は
65℃で 1 8から 20時間行 っ た ｡
Tablel.
遮伝子 プロ ー ブの 配列 の位置(Fig. 2-2-2)
hrcA 303-77 3
grpE 1446-181 9
dn aK 2086-2821
dn aI 4027-47 02
orJ35 5154-6056
orJ29 6106-67 67
2 0) プライ マ ー 伸長解析
下記の表に示 した合成プライ マ - の 末端を[y-32p]- A T Pで標識し, 25ug の L.
m o n oq7tOge neS 全 R N Aとア ニ ー ルさ せ , 100u nitの S U P E R S C RIP T II(B R L)と,
dN T Ps(Sigm a)を加 えて 42℃ で 30分間プライ マ ー を伸張させた o 核酸を エ 夕ノ
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- ル で沈澱し, 乾燥させた の ち, Ⅷ pH 8. 0 に懸濁さ せ , M icro spin c olu Ⅱ mS200
(phar macia)で精製した｡ サ ン プル は5 %ポリア クリル ア ミ ド塩基配列決定用ゲル
で 展開した ｡ D N Aシ - ク エ ン ス 反応は, それぞれ目的の配列付近 をク ロ ー ニ ン
グしたプラス ミ ドを鋳型として 同じプライ マ ー を用 い て 伸張させ , サ ン プル と
共 に展開 し, 転写 開始点の 決定を行 っ た. 以下 の 表に用 い たプライ マ - の 位置
および配列を記した(Table2)｡
Table2.
プライ マ ー 遺伝子 位置(Fig.2-2-2) プライ マ ー の 配列
#0 294 hr cA 294-2 70 5
'
- C GATGA T G G C A C G G A A A A T C A A A A G-3'
#1 342 grpE 1 342-1323 5
'
- m C rCAGA C A C m A G C C A-3'
# 3976 dnaf 3976-3 956 5' - G C r G A G G CGC m GGA A A T-3
'
2 1) エ レク ト ロ ボ レ ー シ ョ ン 法 に よ る L. m o 7 WCyioge n e sヘ の 遺伝子 の 導
入
Park らの 方法 84)に従っ て , Pc で細胞壁 の合成を抑制して 調製した Electro Cell
を用 い た ｡
(吐⊥基 軸 呈 上鼠組薗遡腹囲 盛 乱∈鎖 超過製
一 晩培養した L. m ono cytogen eslO403S の培養液 1mlを1 00 mi の 0. 5 M シ ョ糖
を添加した B H I液体培地に加え, 37℃ で培養した ｡ o D600が o.2 に 到達 した時点
で培養液に終濃度1 0tAg/mlとな る よう に pc を加え, さ らに 2時間培養した . こ
れ を 5分間の氷冷の後, 4℃ , 8,000 ×g で 10分間遠心する こ とに より集菌した ｡
こ れ を培養液と等量 の 0.5 Mシ ョ 糖を含む 1m M H EP E Sf旧7.0 で 3回洗浄した後,
培養液の 0.02容量 の 同緩衝液で再懸濁し, これ を エ レク トロ ボ レ ー シ ョ ン に用
い た ｡
&
50pl の Ele ctr oCe11に 5ul 以下の M iuiQ水 , またはo.5× T Eに溶解したプラス
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ミ ド草加え, 10k V/c m で エ レク トロ ボレ - シ ョ ンを行 っ た . こ の 細胞に 1mlの
o.5 Mシ ョ 糖を含む B H Ⅰを加え, 薬剤耐性遺伝子 の発現の ために30℃で 1 時間
培養した後, 適当な抗生物質および o. 5 Mシ ョ 糖を含む B 田Ⅰ寒天培地 に塗りひ
ろげ, 3 0℃で 48時間培養を行 っ た｡
2 2) 光学お よび電子顕微鏡 に よ る マ ク ロ フ ァ ー ジ内 L｡ m o p1 0 CytOgC n C Sの
観察
直径 10c m の 細胞培養用 シ ャ ー レに植えた 3.6×106の JA-4細胞 に M O王100 で
L. m o n ocytoge n e sを加 え, 15分30℃ で保温し, 食食させた o O 時間および2時
間培養した細胞の培養上浦を除い た後 , 1.25%グル夕 - ルアルデヒ ドの
p B S溶液を加え 4℃ で 一 晩放置 し, シ ャ ー レ内で細胞を固定した｡ 上浦を 1%
伽 0.の 0. 2 Mリ ン酸緩衝液pfi 7.3 に交換し, 4℃で 1 時間放置した後, 細胞を
エ タノ ー ルで脱水 した ｡ さ らにプロ ピレンオキサイ ドで シ ャ ー レか ら回収 し ,
エ ボン に封入し , 切片を作成した ｡
光学顕微鏡によ る観察には 2%トルイ ジ ンブル ー で染色した厚切片を用 い た ｡
電子顕微鏡用サ ンプルは酢酸ウラ ンお よびク エ ン酸鉛で染色した薄切片を用 い
て , 透過型電子顕微鏡 1010(日本電子, Tokyo,Japa n)によ っ て 観察した o
23) マ ク ロ フ ァ
ー ジ に 付着した L. m o n o cyiogen c s菌数 の 鼠L ‡SA 法 に よ る
定量
マ ク ロ フ ァ ー ジに 結合した菌の検出は, 会食を抑制する ためにサイ トカ ラ シ
ン D を加 え, 抗 エ. m o n ocytoge nesポリ ク ロ ー ナル抗体を用 い て行 っ た｡ 96ウ ェ
ルプレ ー トに植えた J A-4 細胞に L. m onoq7tOge neS を加え, 遠JL操作をせずに
15分間 30℃ で保温した後, 細胞をp B Sで 2 回洗浄し, 4%^
o
ラフ オル ム アルデ
ヒ ドp B S溶液 を加えて 室温 で 20分 固定した後, 内因性ペ ル オキシダ - ゼ活性
を阻害するため に 3%過酸化水素メタノ ー ル溶液で 10間室温 で放置した｡ こ の
プレ ー トを 2% スキム ミルク p B S溶液 で 4℃ 一 晩ブロ ッ キ ングを行 い , 洗浄後,
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抗L. m onocytoge n es 抗体 の 1 0 倍希釈液を加え, 室温 で 1 時間反応 させ た . プ
レ ー トを洗浄後, 2,00 倍希釈した■HRP 標識抗ヤギ抗体を加え, 室温 で 1 時間
反応させた後, 洗浄し, o-phe nyie n ediamine お よび過酸化水素で発色さ せた ｡ 酵
素反応 を硫酸で 止めた後 490n m における吸光度を M P R A 4Ⅰ(To s o,Tokyo Japan)
によ っ て測定した｡
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